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3D Three dimensional 
5-ALA 5-Aminolevlunic acid 
ADME Absorption Distribution Metabolism Excretion 
AS Activity score 
AV Activity value 
CLint Intrinsic clearance 
CPIC Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium 
CO Carbon monoxide 
CPR Cytochrome P450 oxidoreductase 
CYB Cytochrome b5 
CYP Cytochrome P450 
DNA Deoxyribonucleic acid 
EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid 
EtBr Ethidium bromide 
FBS Fetal bovine serum 
G-6-P D-glucose-6-phosphate 
G-6-PDH D-glucose-6-phosphate dehydrogenase 
HPLC High-performance liquid chromatography 
HRP Horseradish peroxidase 
IM Intermediate metabolizer 
kcat Turnover number 
 
 
Km Michaelis constant 
LC-MS/MS Liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
β-NADH β-Nicotinamide-adenine dinucleotide reduced form 
β-NADP+ β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate 
NADPH β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate reduced form 
NM Normal metabolizer 
PBS Phosphate-buffered saline 
PCR Polymerase chain reaction 
PEI-Max Polyethylenimine "Max" 
PGx Pharmacogenomics 
PharmVar Pharmacogene Variation Consortium 
PM Poor metabolizer 
PVDF Polyvinylidene difluoride 
SD Standard deviation 
SDS Sodium dodecyl sulfate 
SDS-PAGE SDS-polyacrylamide gel electrophoresis 
SDM Site-directed mutagenesis 
SNV Single nucleotide variation 
SRS Substrate recognition site 
TAE Tris acetate EDTA 
TBS Tris-buffered saline 
TE Tris-EDTA buffer 
ToMMo Tohoku Medical Megabank Organization 
Tris Tris (hydroxymethyl) aminomethane hydrochloride 
 
 
Tween 20 Polyoxyethylene sorbitan monolaurate 
UPLC Ultra performance liquid chromatography 
UV Ultraviolet 
Vmax Maximum velocity 
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おいては 57 種類の CYP 分子種が存在するが[17]、特に CYP1、CYP2 及び CYP3 のファミリ
ーが医薬品の代謝反応の触媒に大きく寄与する分子種である[16, 18]。それぞれの CYP 分子
種の遺伝子には多様な遺伝子多型が存在するが、Single nucleotide variations（SNVs）、挿入・


















技術の進展により、低コストでの解析が可能となった現在、世界的に Whole genome 
sequencing（WGS）解析が行われている[27-29]。本邦においては、東北大学東北メディカル・
メガバンク機構（Tohoku Medical Megabank Organization; ToMMo）が実施した日本人集団 1,070
人を対象にした WGS 解析に関する報告があり[30]、2020 年 4 月時点ではその解析対象が
4,773 人に拡張され、Japanese Multi Omics Reference Panel（https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp）
に公開されている。これらの解析データより、従来見逃されていた低頻度の CYP 遺伝子の 







薬物濃度測定によって評価し、遺伝子多型との関連を解析する in vivo 試験である[9, 10]。し
かし、この方法は頻回な採血を要するなどの侵襲性が高く、患者にとって大きな負担となる。
さらに、低頻度の遺伝子多型の影響を解析する場合は、該当する被験者の数が少ないため、
臨床研究対象者のリクルートが極めて困難になる。一方、in vitro 試験による CYP バリアン
トの機能解析は、in vivo 試験の結果を部分的に補完しうるものであり、CYP 遺伝子多型を
有する患者における薬物動態予測への応用につながることが期待される。 



















同等である利点がある[36, 37]。例えば、CPIC ガイドラインにおいて CYP2D6 の遺伝子多型







であり[40]、分光光度学的なホロ CYP 含量の定量は困難であるとされていた[41]。CYP は活
性中心にヘムが配位することにより酵素活性を示すホロ酵素である[37]。一酸化炭素（CO）










HEK293、293T、CHO、293FT 細胞などが使用されている[42-46]。特に SV40 large T 抗原を
保有している細胞株のうちヒト胎児腎臓由来 293FT 細胞株は他の細胞株よりも CYP を高発
現することが報告されている[47]。そこで本章では、臨床で汎用されている多くの医薬品の
代謝反応を触媒する CYP1A2、CYP2C9 及び CYP3A4 分子種をモデル酵素として、293FT 細
胞株において発現ベクターの導入条件、ホロ CYP 合成に必須なヘムの原料となる補因子の
添加条件及び CYP 活性に必須な電子伝達系補酵素の共発現条件を探索し（Fig. 1）、ヒト肝
臓における CYP 発現量及び活性に近似するための発現方法の最適化を行った。 
  
 








マーの 1 つである Polyethylenimine は 100 mm dish 1 枚あたり 0.1 USD 以下と非常に安価で
あるため注目されており、HEK293 や CHO 細胞に対する Polyethylenimine-"Max"（PEI-Max）
を利用したトランスフェクション例がいくつか報告されている[40, 42, 48, 49]。そこで、Table 




をローディングコントロールとした[50]。その結果、条件 4、5、10 及び 11 において比較的




Table 1. Transfection reagents and conditions used for 100 mm dish 
#  Plasmid (μg) Transfection reagent (μL) 
1 Non-transfected cells - - 
2 PEI-Max 5 15 
3 PEI-Max 7 20 
4 PEI-Max 10 30 
5 PEI-Max 15 45 
6 TransFectin 5 15 
7 TransFectin 7 20 
8 TransFectin 10 30 
9 TransFectin 20 60 
10 Lipofectamine 3000 20 30 








Fig. 2. Transfection efficiency comparison of various transfection reagents (PEI-Max, Transfectin, 
and Lipofectamine 3000). 293FT cells were transfected with various DNA transfection reagent 
complexes described as condition numbers. The expression levels of CYP3A4 were determined at 
48 h post-transfection by CO-difference spectroscopy (A) and western blotting, in which the 
PVDF membrane was cut across into two sections individually containing the protein of interest, 






 CYP の活性中心に存在するヘムは、Fig. 3 に示す経路により合成され、CYP が酵素活性を
示すのに重要な役割を果たしている[51, 52]。この合成経路においては、5-アミノレブリン酸
（5-aminolevlunic acid: 5-ALA）の産生が律速であるため[52]、293FT 細胞中で CYP を発現す
る際に、5-ALA を添加することで活性を有するホロ酵素含量が増加することが期待できる。
すでに、大腸菌を利用した CYP 発現系においては、5-ALA 及び Fe2+の添加により CYP2A13
のホロ酵素含量が増加することが報告されている[53]。そこで、CYP3A4 プラスミドを 293FT
にトランスフェクションし、12 時間後に各濃度の 5-ALA または Fe2+を添加し、48 時間後の
細胞を回収してミクロソーム画分を調製し、ホロ酵素含量を CO 差スペクトル測定法により
評価した（Figs. 4A and 4B）。その結果、終濃度 0.25 mM 5-ALA 及び 0.25 mM Fe2+となるよ
うに添加した場合に最も CYP3A4 のホロ酵素含量が増加した。さらに、両試薬を添加した
場合の効果を検討したところ、非添加時と比較して有意な CYP3A4 のホロ酵素含量の増加
が認められ、5-ALA 及び Fe2+が相乗的に CYP3A4 のホロ酵素合成に寄与していることが示
唆された（Fig. 4C）。一方、CYP3A4 発現量をウェスタンブロット法により確認したところ、













Fig. 3. The mammalian heme biosynthetic pathway. ALAS; aminolevulinic acid synthase, PGBS; porphobilinogen synthase, HMBS; hydroxymethylbilane 
synthase, UROS; uroporphyrinogen synthase, UROD; uroporphyrinogen decarboxylase, CPOX; coproporphyrinogen oxidase, PPOX; protoporphyrinogen 






Fig. 5. Optimisation of additional supplement concentrations and consideration of the combination 
of 5-ALA and Fe2+. 293FT cells were transfected with 10 µg CYP3A4 and 30 µL PEI-Max. 
CYP3A4 expression levels were determined at 48 h post-transfection by western blotting; PVDF 
membranes were cut into two sections individually containing CYP3A4 (57 kDa) and calnexin 
(90 kDa). Each concentration of 5-ALA and Fe2+ was added at 12 h post-transfection. #P < 0.05 
compared to the additive-free control by the Dunnett's test. 
 
Fig. 4. Optimisation of additional supplement concentrations and consideration of the combination 
of 5-ALA and Fe2+. 293FT cells were transfected with 10 µg CYP3A4 and 30 µL PEI-Max. 
CYP3A4 expression levels were determined at 48 h post-transfection by CO-difference 
spectroscopy. Each concentration of 5-ALA and Fe2+ was added at 12 h post-transfection. #P < 
0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.005, and ####P < 0.001 compared to the additive-free control by Dunnett’s 






 哺乳動物細胞株による CYP 高発現には、培養時間や 5-ALA 及び Fe2+の添加のタイミング
が重要となる。そこで初めに、発現ベクタートランスフェクション後の培養時間の検討を行
った。CYP1A2、CYP2C9 または CYP3A4 発現プラスミドを 293FT にトランスフェクション
し、12 時間後に各濃度の 5-ALA または Fe2+を添加し、24、48 及び 72 時間後の細胞を回収
してミクロソーム画分を調製し、ホロ酵素含量を CO 差スペクトル測定法により評価した
（Fig. 6）。その結果、いずれの CYP 分子種においても非添加時と比較して 5-ALA 及び Fe2+
によるホロ酵素含量の有意な上昇が認められた。また、ウェスタンブロット法により各条件
における CYP 発現量を確認したところ、一部の CYP 分子種において 5-ALA 及び Fe2+添加
による発現量の上昇が認められた（Fig. 7）。以上の結果から、48 時間培養時に最もホロ CYP
含量は増加したため、以降の実験はこの条件を選択した。次いで、5-ALA 及び Fe2+の添加の
タイミングを検討するため、CYP1A2、CYP2C9 または CYP3A4 発現プラスミドを 293FT に
トランスフェクションし、6、12、18 及び 24 時間後に各濃度の 5-ALA または Fe2+を添加し、
48 時間後の細胞を回収してミクロソーム画分を調製し、ホロ酵素含量を CO 差スペクトル
測定法により評価した（Fig. 8A）。いずれの CYP 分子種においてもトランスフェクション
12 時間後以降の条件においてホロ酵素含量の有意な上昇が認められた。一方、ウェスタン
ブロット法により各条件における CYP 発現量を確認したところ、特に CYP1A2 において、
5-ALA 及び Fe2+添加時間による発現量の大きな差は認められなかった（Fig. 8B）。以上の結
果を総合的に判断し、トランスフェクション 12 時間後に各濃度の 5-ALA または Fe2+を添加






Fig. 6. Optimisation of culture time following transfection. 293FT cells were transfected with 10 
µg of each CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and 30 µL PEI-Max. The expression 
levels of CYP were determined at 24, 48, or 72 h post-transfection by CO-difference spectroscopy. 
5-ALA (0.25 mM) and Fe2+ (0.25 mM) were added or excluded at 12 h post-transfection. ####P < 
0.001 compared to 24 h group by Dunnett’s test. ****P < 0.001 compared to the additive-free 







Fig. 7. Optimisation of 5-ALA and Fe2+ supplementation. 293FT cells were transfected with 10 µg 
of each CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and 30 µL PEI-Max. The expression 
levels of CYP were determined at 24, 48, or 72 h post-transfection by western blotting. 5-ALA 
(0.25 mM) and Fe2+ (0.25 mM) were added at each post-transfection time point. ####P < 0.001 









Fig. 8. Optimisation of culture time following transfection (A) and 5-ALA and Fe2+ 
supplementation timing (B). 293FT cells were transfected with 10 µg of each CYP plasmid 
(CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and 30 µL PEI-Max. The expression levels of CYP were 
determined at 48 h post-transfection by western blotting. PVDF membranes were cut into two 
sections individually containing CYP1A2 (58 kDa), CYP2C9 (56 kDa), or CYP3A4 (57 kDa) and 
calnexin (90 kDa). #P < 0.05 and ###P < 0.005 compared to 24 h group by Dunnett’s test. *P < 




第五節 CYP/CPR/CYB 共発現条件の検討 
 
 CYP による基質の酸化反応の触媒には、酸素分子の存在とともに NADPH などの電子供
与体による電子の供給が必要である[16, 54, 55]。電子の伝達は主に Cytochrome P450 
oxidoreductase（CPR）が担っており、CYP 活性に重要な役割を果たしている（Fig. 9）[54, 
55]。これまで、酵母やバキュロウイルスなどを利用した CYP/CPR 共発現系が報告されてお
り、酵素活性が顕著に上昇することが示されている[53, 56-59]。また、CYP2C8 や CYP3A4
などのいくつかの CYP 分子種においては Cytochrome b5（CYB）による電子の供給も CYP
活性に関わることが報告されている[60-62]。したがって、293FT 細胞中でも CPR 及び CYB
を CYPと共発現することにより高活性CYP 発現系が期待できる。そこで、CYP1A2、CYP2C9、
CYP3A4 プラスミド量と CPR または CYB プラスミド量の比率を検討するため、計 10 µg の
プラスミド量となるように 293FT にトランスフェクションを行った。トランスフェクショ




いずれの CYP 分子種においても CPR を共発現することによる有意な酵素活性の上昇が認
 
Fig. 9. Overview of electron transfer to CYP via CPR and CYB. FAD; Flavin adenine dinucleotide. 




められた。特に CYP3A4 においては、低量の CYB 共発現時においても酵素活性の上昇が認
められた。一方、CYP 発現量を CO 差スペクトル法により確認したところ CYP プラスミド
量依存的な発現が認められ（Fig. 11）、CPR 共発現時において顕著に発現量が低下している
ことから CPR が CYP の安定性に影響を及ぼす可能性が考えられた。さらに、CPR 活性の測
定及び CYB 含量の定量を行ったところ、それぞれのプラスミド量依存的な結果が得られた
（Figs. 12 and 13）。各タンパク質の発現はウェスタンブロット法により確認を行い、それぞ
れのプラスミド量に依存した発現が確認された（Fig. 14）。以上の結果より、各基質に対す
る酵素活性の上昇が認められ、CO 差スペクトル測定法によるホロ CYP 含量の定量が可能
な条件である CPR プラスミド 0.2 µg 及び CYB プラスミド 0.2 µg の条件を最適な条件とし
て選択した。 
最後に、各 CYP 分子種、CPR 及び CYB 共発現による酵素活性上昇効果を検討するため、
各プラスミドを 293FT にトランスフェクションした。トランスフェクション 12 時間後に終
濃度 0.25 mM 5-ALA 及び 0.25 mM Fe2+となるように各化合物を添加し、48 時間後の細胞を
回収して、ミクロソーム画分を調製した。各 CYP 分子種の酵素活性はフェナセチン
（CYP1A2）、(S)-ワルファリン（CYP2C9）及びミダゾラム（CYP3A4）を基質として用い、
各代謝物の生成量をそれぞれの酵素活性として比較した（Fig. 15）。その結果、CPR 及び CYB
を共発現させた場合に最も酵素活性が高く、酵素活性における電子伝達系補酵素の重要性
が示された。また、各 CYP 分子種におけるホロ CYP 含量を CO 差スペクトル法により評価











Fig. 10. Enzymatic assays for plasmid ratio optimization. 293FT cells were transfected with each 
CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and CPR or CYB plasmid (total 10 μg) using 30 
µL PEI-Max. Individual enzymatic activities of CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4 were quantified 
by LC-MS/MS or HPLC-fluorescence using phenacetin, (S)-warfarin, and midazolam (A). ####P < 
0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid transfected group by Dunnett's test. *P < 0.05, **P 
< 0.01, ***P < 0.005, and ****P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid transfected 
group by Dunnett’s T3 test. †P < 0.05 and ††P < 0.01 compared to 10 μg of each CYP plasmid 











































CPR (μg) 0 0.1 0.2








































































































Fig. 11. CYP holoprotein amounts measurements for plasmid ratio optimization. 293FT cells were 
transfected with each CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and CPR or CYB plasmid 
(total 10 μg) using 30 µL PEI-Max. #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.005, and ####P < 0.001 compared 
to 10 μg of each CYP plasmid transfected group by Dunnett’s test. *P < 0.05, **P < 0.01, and 






Fig. 13. CYB amounts measurements for plasmid ratio optimization. 293FT cells were transfected 
with each CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and CYB plasmid (total 10 μg) using 
30 µL PEI-Max. #P < 0.05, ###P < 0.005, and ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid 
transfected group by Dunnett’s test. 
 
Fig. 12. CPR activity assays for plasmid ratio optimization. 293FT cells were transfected with 
each CYP plasmid (CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4) and CPR plasmid (total 10 μg) using 30 
µL PEI-Max. #P < 0.05, ##P < 0.01, and ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid 
transfected group by Dunnett’s test. *P < 0.05, **P < 0.01, and ****P < 0.001 compared to 10 μg 






Fig. 14. Western blotting for plasmid ratio optimization. 293FT cells were transfected with each 
CYP plasmid and CPR or CYB plasmid (total 10 μg) using 30 µL PEI-Max. Western blotting for 
microsomal proteins showed the expression levels of each CYP (56–58 kDa), CPR (70 kDa), CYB 
(16 kDa), and calnexin (90 kDa) . PVDF membranes were cut across into three individual sections 






Fig. 16. On CO-difference spectroscopy measurements, the overall impact of our cost-effective 
CYP expression optimisation method. §P < 0.001 compared to the additive-free control group 
(black) by a two-tailed paired Student's t-test. ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP 
plasmid transfected group (red) by Dunnett’s test. 
 
Fig. 15. On enzymatic activities, the overall impact of our cost-effective CYP expression 
optimisation method. Individual enzymatic activities of CYP1A2, CYP2C9, and CYP3A4 were 
quantified by LC-MS/MS or HPLC-fluorescence using phenacetin, (S)-warfarin, and midazolam. 
###P < 0.005 and ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid transfected group (red) by 
Dunnett’s test. ***P < 0.005 and ****P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid 
transfected group (red) by Dunnett’s T3 test. †P < 0.05 compared to 10 μg of each CYP plasmid 






Fig. 17. On CPR activity assay, the overall impact of our cost-effective CYP expression 
optimisation method. CPR activities were evaluated by cytochrome c reduction assay using 1.0 μg 
microsomal protein. ###P < 0.005 and ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid 
transfected group (red) by Dunnett’s test. 
 
Fig. 18. On CYB amounts measurements, the overall impact of our cost-effective CYP expression 
optimisation method. CYB amounts in microsomal protein were measured by reduced minus 
oxidised difference spectroscopy. ####P < 0.001 compared to 10 μg of each CYP plasmid 
transfected group (red) by Dunnett’s test. *P < 0.05, **P < 0.01, and ****P < 0.001 compared to 







Fig. 19. Western blotting to confirm the overall impact of our cost-effective CYP expression 
optimisation method. Western blotting of microsomal proteins showed the expression levels of 
each CYP (56–58 kDa), CPR (70 kDa), CYB (16 kDa), and calnexin (90 kDa). PVDF membranes 








 哺乳動物細胞株を利用した発現系は CYP タンパク質の翻訳語修飾や小胞体膜への挿入状
態及びフォールディングがヒトのオリジナルであるため[36, 37]、ヒト CYP の酵素機能を解
析する上でより適していると考えられる。しかし、哺乳動物細胞株発現系では他の発現系と





ェクション試薬として TransFectin を使用してきた[39, 63-67]。近年、さらにトランスフェク
ションのコスト削減が期待されるカチオンポリマーとして Polyethylenimine が注目されてお
り、PEI-Max による HEK293 及び CHO 細胞へのトランスフェクションが報告されている
[42]。本研究において、293FT 細胞株に対する PEI-Max のトランスフェクション効率を検討
したところ、CYP3A4 発現量は Lipofectamine3000 を使用した場合と同程度であった。
TransFectin 及び Lipofectamine3000 は 100 mm dish 1 枚あたりの核酸導入コストがそれぞれ
10 USD（約 1030 円）及び 45 USD（約 4640 円）であるのに対して、PEI-Max は 0.1 USD（約
10 円）以下であり、より低コストなトランスフェクション試薬であると考えられる。 
 次いで、発現条件の最適化のため、CYP ホロタンパク質合成に必須なヘムの材料となる








腎臓由来細胞である 293FT におけるCPRや CYBは、ヒト肝臓と比較して低発現であり[68]、
293FT 細胞株による発現 CYP の酵素活性測定実験に対して、電子伝達系補酵素の発現量が
不十分である可能性が考えられた。そこで、CPR 及び CYB の CYP との共発現条件の最適
化を行った。その結果、当研究室における従来の発現方法と比較して酵素活性は約 6–11 倍
に上昇し、ヒト肝臓ミクロソームと同程度のCYP活性を示す系の構築に成功した（Fig. 20）。
一方で、大変興味深いことに、CYP/CPR 共発現時にはホロ CYP 含量が大きく低下するとい
う現象が観察された（Fig. 11）。この原因として、NADPH を介した CPR による CYP への電
子の供給時に Reactive oxygen species が産生され、ホロ CYP の安定性が低下することが過去
にも報告されている[69, 70]。また、CYP 分子種により CPR の発現量及び活性が異なり（Figs. 
12 and 14）、CPR 発現量の制御が CYP 分子種により異なる可能性も観察された。さらに、
CYB の共発現に関して、CYP1A2 及び CYP2C9 は CYB による電子供給の寄与率が大きくな
いことがすでに報告されており[60]、今回の結果は、それを支持するものであった（Fig. 10）。 
本章ではヒト肝臓ミクロソームと同程度の活性を示す高活性 CYP 発現系を哺乳動物細胞






できなかった CYP 遺伝子多型バリアントが多く存在しており[39, 63-67, 71-73]、本発現系の
利用により酵素活性の減弱が高感度で解析できると期待された。今後、本発現系は遺伝子多
型に由来するアミノ酸置換による活性低下型 CYP バリアントや新規で同定されるバリアン







Fig. 20. The overall impact of our cost-effective CYP3A4 expression optimization method 
showing higher enzymatic activity than human liver micrtosomes (HLMs). Individual enzymatic 
activity of CYP3A4 was quantified by LC-MS/MS using midazolam. ####P < 0.001 compared to 























































CPR (μg) 0 0 0.2
CYB (μg) 0 0 0
0.25 mM Fe2+
0.25 mM 5-ALA – + + + +














Fig. 21. Optimised protocol for high-activity CYP expression established in this study. 
Incubation
(12 h)




Harvest microsomal proteinsTransfection with a plasmid
encoding CYP, CPR, and CYB cDNA
by using PEI-Max
Seeding 293FT cells










 CYP3A4 は主に肝臓や小腸に発現する CYP 分子種であり、臨床で汎用されている医薬品





高いサブファミリー（CYP3A5、CYP3A7 及び CYP3A43）が存在し、ヒトにおける CYP3A
全体としての活性の個人差には、特に CYP3A4 及び CYP3A5 のそれぞれの酵素活性が重要
となる[83]。主要な CYP3A5 遺伝子多型である CYP3A5*3 では、スプライシング異常により
成熟タンパク質が合成されないため、CYP3A の基質薬物による治療効果への影響が多数報
告されており、CYP3A 活性における遺伝的差違に関しては、CYP3A4 と比較して CYP3A5
が主に研究対象となっていた[23, 84-86]。しかし、CYP3A 活性による薬剤応答性の個人差を
より詳細に解明するには、CYP3A4 遺伝子多型が及ぼす影響を加味する必要があると考えら
れる。これまでに、プロモーター領域に SNV を有する CYP3A4*1B 及びイントロン領域に
SNV を有する CYP3A4*22 による発現量の低下や、CYP3A4*6、CYP3A4*17、CYP3A4*20 及
び CYP3A4*26 などの酵素タンパク質の機能を消失させる SNVs により、CYP3A4 の活性低








 CYPの遺伝子多型情報データベースである Pharmacogene Variation Consortium（PharmVar）
（https://www.pharmvar.org）には CYP3A4*2–*24、CYP3A4*26 及び CYP3A4*28–*34 がすでに
登録されている。また、Apellaniz-Ruiz らはパクリタキセル投与患者の中で末梢神経障害を
発症した患者を対象にした Whole-exome sequencing を行い、原因遺伝子として CYP3A4 遺伝
子の c.1165C>T（p.Pro389Ser）及び c.1423C>G（p.Leu475Val）の 2 つの新規バリアントを報
告している[89]。さらに、ToMMo による日本人集団 4,773 人を対象にした WGS において、















第二節 新規 CYP3A4遺伝子多型の確認 
 
 ToMMo により次世代シークエンサーを利用した日本人 4,773 人の WGS 解析が行われ
（https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp）、CYP3A4 のアミノ酸置換を伴う 11 種類の新規 SNVs
が同定された（Table 2）。そこで、次世代シークエンス解析のエラーによる擬陽性の可能性
を排除するために、新規に同定された CYP3A4 遺伝子多型を保有する被験者の末梢血白血
球由来 DNA に対して、CYP3A4 遺伝子の各エキソン領域に特異的なプライマーセットを用
いて PCR 増幅し（Fig. 22 and Table 3）、サンガーシークエンス法により塩基配列をリシーク
エンス解析した。ただし、c. 1342C>T を保有する検体については、サンプルが得られなかっ
たため、リシークエンス法による確認を行うことはできなかった。その結果、解析したすべ
ての検体について、WGS で得られた SNVs と今回のリシークエンス解析結果が一致するこ
とが確認された（Fig. 23）。 
 同定された新規 SNVs を保有する被験者のうち 1 検体において、同一エキソン上に他の










Table 2. Novel CYP3A4 allelic variants identified in 4,773 Japanese individuals. 
Nucleotide mutations Amino acid substitutions Frequency (%) 
412A>G Thr138Ala 0.01 
768G>C Met256Ile 0.01 
898A>G Ile300Val 0.01 
967A>G Thr323Ala 0.01 
1057A>T Met353Leu 0.01 
1105A>G Ile369Val 0.02 
1106T>A Ile369Asn 0.01 
1109C>T Ala370Val 0.05 
1115G>C Arg372Thr 0.01 
1196A>C Tyr399Ser 0.01 
1342G>T Ala448Ser 0.01 
 
Fig. 22. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons including the site of each exon. M: DNA 
marker, Lane 1; exon 2 (444 bp), Lane 2; exon 3 (517 bp), Lane 3; exon 4 (384 bp), Lane 4; exon 
5-6 (734 bp), Lane 5; exon 7 (487 bp), Lane 6; exon 8 (462 bp), Lane 7; exon 9 (457 bp), Lane 8; 
exon 10 (610 bp), Lane 9; exon 11 (937 bp), Lane 10; exon 12 (515 bp), Lane 11; exon 1 (1285 












Table 3. PCR primers used to amplify the sequence of the human CYP3A4 gene to confirm the novel allelic variants observed in 4,773 Japanese subjects. 
Exon Size (bp) Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 
1 1285 GATACTATTCCACCAAGCCATCAGC GAGTTTCACCATGTTAGCCAG 
2 444 TCATGGTGGAGGCAGGAAAGG GAGCCCTTGGGTAAACATTGC 
3 517 TCAGTATCCACAACACTTGGAG GCCTCTTTGTCTTGCTTTACTTCC 
4 384 GACTCTTGCTGTGTGTCATACC GATGAAGTGGACGTGGAACC 
5-6 734 CATCACCCAGTAGACAGTCAC TGGGAGACCCATTGAAGTTG 
7 487 GTGGCTGTTTGTCTGTCTTG GATGACAGGGTTTGTGACAGG 
8 462 GCTTCCAGTTGAGAACCTTG GTGCTGTCTCTGACTCATTCTC 
9 457 TCACTGGTGATTCAGGCAAC AGACCGCAGACTGACTTTCTAG 
10 610 GATGGCCCACATTCTCGAAG AGATGAACCAGAGCCAGCAC 
11 937 GAGCACAGCAATGGGCATGAC TCTCCATCTCTCCCTCTTTCTCC 
12 515 CAGGAGAGTAGAAAGGATCTGTAG CTGAAGCACCCTTAAAGATCAC 






Fig. 23. Sanger sequencing confirming the presence of CYP3A4 SNVs. 
Ile369Asn (c.1106T>A, exon 11)
c.1106T>A  
CT TA C TT AG AC T GA TT CA T C TCT A G G G G GG GA TA
Thr323Ala (c.967A>G, exon 10)
CT AG AC GA C TT CA C T CT C C
G
Thr138Ala (c.412A>G, exon 5)
c.389G/A  c.412A/G
CT T A G
A
C TT AA G AC TT GA CT CT C CAC TC T C C
G
Ile369Val (c.1105A>G, exon 11)
c.1105A>G  
CT TA C TT AG AC T GA TT CA T C T
G
Ala370Val (c.1109C>T, exon 11)
Arg372Thr (c.1115G>C, exon 11)
Met353Leu (c.1057A>T, exon 11)
CT TA C AG AC TT GA
T
TA TC T C
Tyr399Ser (c.1196A>C, exon 11, Antisense T>G)
c.1196A/C
AntisenseT>G  
CT G CT AAG AC G A T C TC AT T C
Met256Ile (c.768G>C, exon 8)
T T AG AA G GA T
C
A T CG G GAAAAA A A
c.768G/C  
Ile300Val (c.898A>G, exon 10)




GCCG GA A C
c.1057A/T
GG A T TGG GA
CT A G G G G GG GA TA
A
c.1109C>T  
CT TA C TT AG AC T GA TT CA T C TCT A G G G G GG GA TA
T
c.1115G>C  










Fig. 24. Haplotype analysis for subject carrying two different SNPs identified by WGS. c.389G/A 
and c.412 A/G were confirmed by Sanger sequencing. To determine the linkage between two SNVs 
identified in one subject, the fragments amplified by PCR were ligated to a pcDNA3.4 vector 
(ThermoFisher Scientific). After the ligation products were transfected into E. coli, single colonies 




CT T A G
A
C TT AA G AC TT GA CT CT C CAC TC T C C
G
Allele 1 (c.412A>G, Novel variant) 
CT T A G C TT AA G AC TT GA CT CT C CC TC T C CG
Allele 2 (c.389G>A, CYP3A4*8) 




第三節 CYP3A4 バリアント発現プラスミドの作製 
 
3.1. CYP3A4 バリアント発現エントリークローンの作製 
 野生型である CYP3A4*1 の cDNA 配列が挿入されたクローニングベクター（pENTR/D-
TOPO 中に挿入）を鋳型として、CYP3A4*2–*5、CYP3A4*7–*24、Pro389Ser、Leu475Val、
CYP3A4*28、CYP3A4*29、 CYP3A4*31–*34 及び 11 種類の新規 CYP3A4 バリアント発現エ
ントリークローンを作製した。それぞれの塩基置換の導入は Table 4 に示したプライマーセ

























Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 

































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 



































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 



































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 



































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 



































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 



































Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 




































Fig. 25. CYP3A4 cDNA nucleotide changes by using site-directed mutagenesis. Red markers 




第四節 CYP3A4 バリアントの発現 
 
4.1. 野生型及びバリアント CYP3A4 の発現 
 293FT 細胞を用いて野生型及びバリアント CYP3A4 を強制発現させた（Fig. 21）。70%以
上コンフルエントの状態となった細胞に野生型及びバリアント CYP3A4 発現プラスミドを
CPR 及び CYB 発現プラスミドと共に導入し、48 時間培養した。つまり、トランスフェクシ
ョン後、12 時間培養した時点で 5-ALA 及び Fe2+をそれぞれ終濃度 0.25 mM となるよう培地
中に各化合物を添加し、その後 36 時間培養し、回収した細胞から遠心分離によりミクロソ
ーム画分を調製した。その結果、100 mm dish 10 枚分の細胞から 4.3–7.8 mg のミクロソーム
画分が得られた。 
 
4.2. ウェスタンブロット法による野生型及びバリアント CYP3A4 の定量 
 CYP3A4 の発現は、抗ヒト CYP3A4 ポリクローナル抗体を用いたウェスタンブロット法
により確認した。その結果、発現させた野生型及びバリアント CYP3A4 において CYP3A4
の分子量である 56 kDa 付近に抗ヒト CYP3A4 抗体と特異的に反応するタンパク質が検出さ
れた（Fig. 26A）。また、ローディングタンパク質量を補正するために、総タンパク質を定量
し、CYP3A4 発現量のノーマライズを行うとともに、スタンダードタンパク質として、市販
の昆虫細胞発現系 CYP3A4 バキュロソーム（Supersome ヒト CYP3A4+リダクターゼ+ b5; 
Corning）を利用して検量線を作製し、絶対定量にてバリアント間の発現量を比較した（Figs. 
26B and C）。 
 
4.3. CO 差スペクトル測定法による野生型及びバリアント CYP3A4 の定性評価 
 293FT 細胞中に発現させた野生型及びバリアント CYP3A4 におけるホロ CYP 含量を測定








いて 450 nm 付近に吸収極大が認められ、酵素活性を有するバリアントである可能性が示唆
された。一方、CYP3A4.8、CYP3A4.11–.13、CYP3A4.17、488Frameshift、CYP3A4.21、Arg372Thr
及び Tyr399Ser では 450 nm 付近に吸収極大に認められず、CO が配位する場合にホロ CYP
としての安定性が低下することが示唆された。 
 
4.4. CPR 活性の測定 
 CYP の電子伝達系酵素である CPR の活性を測定した。野生型 CYP3A4 を発現させたミク
ロソーム画分と比較して、いずれのバリアントにおいても CPR 活性は同程度であり、
CYP3A4 バリアント間における CPR による電子の供給効率による活性変動への影響が小さ
いことが確認された（Fig. 28A）。 
 
4.5. CYB の定量 
 CYP の電子伝達系酵素である CYB の含量を分光光度学的に測定した。野生型 CYP3A4 を
発現させたミクロソーム画分と比較して、いずれのバリアントにおいても CYB 含量は同程







Fig. 26. Representative western blots showing immunoreactive CYP3A4 proteins (A) and total 
proteins (B). Average CYP3A4 levels are normalized by total protein content (C). All assays and 
measurements were performed in triplicates using a single microsomal preparation. Mock 1 
indicates transfection with 10 μg mock plasmids. Mock 2 indicates transfection with 9.6 μg mock 











Fig. 27. Representative CO-difference spectra of CYP3A4 variant proteins 
expressed in 293FT cells. Mock 1 indicates transfection with 10 μg mock 
plasmids. Mock 2 indicates transfection with 9.6 μg mock plasmids, 0.2 μg CPR 








Fig.28. The differences of CPR activity (A) and CYB content (B) among microsomal proteins 
expressed in 293FT cells transfected with the plasmid carrying each CYP3A4 cDNA. Mock 1 
indicates transfection with 10 μg mock plasmids. Mock 2 indicates transfection with 9.6 μg mock 











































































































































































































































































































































































































































































































































































































































第五節 CYP3A4 バリアントの酵素反応速度論的解析 
 
5.1. CYP3A4 バリアントのミダゾラム 1′-水酸化活性の解析 
 CYP3A4 のプローブ基質の１つであるミダゾラムを指標薬物として、各 CYP3A4 バリア
ントの酵素反応速度論的解析を行った。野生型またはバリアント CYP3A4 と CPR 及び CYB
を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分 50 µg に対して、終濃度が 0.5–15 µM の濃度
の異なるミダゾラム（8 濃度点）を加えて 37°C で 10 分間反応させ（Fig. 29）、主代謝物で
ある 1′-水酸化ミダゾラムを LC-MS/MS により定量した（Fig. 30）。1′-水酸化ミダゾラムは、
内標準物質としてフルニトラゼパムを用いた内標準法により定量した。なお、Vmax 値及び
Catalytic efficiency 値は、ウェスタンブロット法により定量した CYP3A4 発現量により補正
した。 
 CYP3A4.1 及び 29 種類のバリアント（CYP3A4.2–.5、CYP3A4.7、CYP3A4.9、CYP3A4.10、
CYP3A4.14–.16、CYP3A4.18、CYP3A4.19、CYP3A4.23、CYP3A4.24、Pro389Ser、Leu475Val、
CYP3A4.28、CYP3A4.29、CYP3A4.31–.34、Thr138Ala、Met256Ile、Ile300Val、Thr323Ala、
Met353Leu、Ile369Val 及び Ala448Ser）は、Michaelis-Menten 式に従う曲線を描くことが確認
され、各 CYP3A4 バリアントの酵素反応速度論的パラメータを算出した（Table 5 and Fig. 
31）。11 種類のバリアント（CYP3A4.8、CYP3A4.11–.13、CYP3A4.17、488Frameshift、CYP3A4.21、
Ile369Asn、Ala370Val、Arg372Thr 及び Tyr399Ser）は、用いた基質濃度最高点である 15 µM
においても代謝物の生成は定量下限を下回り、酵素反応速度論的パラメータは算出できな
かった。CYP3A4.1 の Km 値、kcat 値、Vmax 値、Catalytic efficiency 値及び CLint 値はそれぞれ
2.96 ± 0.19 µM、4.79 ± 0.13 pmol/min/pmol CYP3A4、588 ± 16.0 pmol/min/mg protein、1.63 ± 






Ala448Ser において Catalytic efficiency 値の有意な低下、CYP3A4.5、CYP3A4.7、CYP3A4.10、
CYP3A4.16、Pro389Ser、CYP3A4.32、Thr138Ala、Met256Ile 及び Ile369Val において CLint値
の有意な低下が認められた。
 






























Table 5. Kinetic parameters of midazolam 1′-hydroxylation by microsomes from 293FT cells expressing CYP3A4 wild-type and variant proteins. 




Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.1 2.96 ± 0.19 4.79 ± 0.13 588 ± 16.0 1.63 ± 0.11 200 ± 13.9 
CYP3A4.2 3.49 ± 1.12 1.43 ± 0.14 207 ± 19.9 0.45 ± 0.13* 
(27.4%) 
64.9 ± 18.8 
(32.5%) 
CYP3A4.3 3.15 ± 0.15 3.00 ± 0.21 453 ± 32.2 0.95 ± 0.04 
(58.4%) 
144 ± 6.47 
(71.9%) 
CYP3A4.4 3.56 ± 0.14 2.78 ± 0.09 443 ± 14.7 0.78 ± 0.03 
(47.9%) 
125 ± 4.12 
(62.3%) 
CYP3A4.5 7.64 ± 2.99 0.75 ± 0.09 107 ± 12.8 0.11 ± 0.03* 
(6.7%) 













Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.7 4.20 ± 0.36 1.37 ± 0.09 209 ± 13.8 0.33 ± 0.04* 
(20.2%) 
50.4 ± 6.57* 
(25.2%) 
CYP3A4.8 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.9 3.36 ± 0.11 4.23 ± 0.08 580 ± 10.6 1.26 ± 0.05 
(77.5%) 
173 ± 6.35 
(86.5%) 
CYP3A4.10 4.11 ± 0.34 2.50 ± 0.01 358 ± 1.95 0.61 ± 0.05* 
(37.6%) 
87.6 ± 7.53* 
(43.8%) 
CYP3A4.11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.12 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 












Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.14 3.97 ± 0.43 4.31 ± 0.28 569 ± 37.3 1.10 ± 0.11 
(67.2%) 
144 ± 14.9 
(72.3%) 
CYP3A4.15 3.46 ± 0.21 3.29 ± 0.15 634 ± 29.8 0.95 ± 0.02 
(58.4%) 
183 ± 4.10 
(91.8%) 
CYP3A4.16 5.51 ± 0.37 1.60 ± 0.07 290 ± 13.1 0.29 ± 0.01* 
(17.8%) 
52.8 ± 2.61* 
(26.4%) 
CYP3A4.17 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.18 3.69 ± 0.27 2.80 ± 0.03 575 ± 5.42 0.76 ± 0.07* 
(46.9%) 
157 ± 13.4 
(78.5%) 
CYP3A4.19 3.97 ± 0.06 4.05 ± 0.14 488 ± 17.0 1.02 ± 0.02 
(62.6%) 













Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
488Frameshift N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.21 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.23 3.28 ± 0.37 2.48 ± 0.11 391 ± 17.2 0.76 ± 0.05 
(46.7%) 
120 ± 8.18 
(60.1%) 
CYP3A4.24 3.27 ± 0.38 3.84 ± 0.08 556 ± 11.8 1.19 ± 0.12 
(73.0%) 
172 ± 17.8 
(86.1%) 
Pro389Ser 4.44 ± 0.37 1.31 ± 0.02 201 ± 3.83 0.30 ± 0.03* 
(18.2%) 
45.5 ± 3.94* 
(22.8%) 
Leu475Val 3.83 ± 0.17 1.77 ± 0.04 241 ± 5.45 0.46 ± 0.01* 
(28.4%) 













Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.28 3.15 ± 0.25 3.32 ± 0.19 615 ± 35.8 1.06 ± 0.09 
(65.0%) 
196 ± 16.6 
(98.2%) 
CYP3A4.29 3.56 ± 0.33 1.91 ± 0.04 382 ± 8.67 0.54 ± 0.06* 
(33.2%) 
108 ± 11.7 
(54.1%) 
CYP3A4.31 3.25 ± 0.42 4.72 ± 0.19 674 ± 27.6 1.47 ± 0.18 
(90.4%) 
210 ± 25.7 
(105%) 
CYP3A4.32 5.33 ± 0.47 3.23 ± 0.13 394 ± 16.4 0.61 ± 0.06* 
(37.5%) 
74.6 ± 6.82* 
(37.3%) 
CYP3A4.33 3.02 ± 0.16 2.30 ± 0.12 365 ± 18.6 0.76 ± 0.08* 
(46.9%) 













Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.34 3.35 ± 0.50 4.86 ± 0.12 676 ± 17.1 1.48 ± 0.21 
(91.0%) 
206 ± 28.7 
(103%) 
Thr138Ala 10.2 ± 0.97 1.10 ± 0.06 199 ± 10.3 0.11 ± 0.01* 
(6.7%) 
19.7 ± 1.08* 
(9.8%) 
Met256Ile 6.87 ± 0.87 2.66 ± 0.13 474 ± 23.8 0.39 ± 0.06* 
(24.2%) 
70.3 ± 10.7* 
(35.2%) 
Ile300Val 3.33 ± 0.49 2.82 ± 0.15 582 ± 31.3 0.86 ± 0.08 
(52.8%) 
177 ± 16.9 
(88.7%) 
Thr323Ala 4.45 ± 0.44 2.79 ± 0.21 571 ± 43.5 0.63 ± 0.02 
(38.6%) 













Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Met353Leu 3.33 ± 0.13 4.00 ± 0.10 578 ± 13.8 1.20 ± 0.03 
(73.7%) 
174 ± 5.04 
(86.8%) 
Ile369Val 5.26 ± 0.34 1.34 ± 0.05 215 ± 7.95 0.26 ± 0.01* 
(15.7%) 
40.9 ± 2.24* 
(20.5%) 
Ile369Asn N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Ala370Val N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Arg372Thr N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Tyr399Ser N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Ala448Ser 3.58 ± 0.35 2.45 ± 0.10 367 ± 14.5 0.69 ± 0.05* 
(42.4%) 
103 ± 7.55 
(51.8%) 












Catalytic efficiency  
(kcat/Km) 
(μL/min/pmol CYP3A4) 
(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(μL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Mock 2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
The data represents the mean ± SD of the three independently performed catalytic assays. 
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.005 compared to CYP3A4.1 by Dunnett T3 test. 
N.D. represents not determined. 
All assays and measurements were performed in triplicate using a single microsomal preparation. 
Mock 1 transfected 10 μg mock plasmids. 





5.2. CYP3A4 バリアントのテストステロン 6β-水酸化活性の解析 
 CYP3A4 のプローブ基質の１つであるテストステロンを指標薬物として、各 CYP3A4 バ
リアントの酵素反応速度論的解析を行った。野生型またはバリアント CYP3A4 と CPR 及び
CYB を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分 50 µg に対して、終濃度が 5–500 µM の
濃度の異なるテストステロン（7 濃度点）を加えて 37°C で 10 分間反応させ（Fig. 32）、主
代謝物である 6β-水酸化テストステロンを LC-MS/MS により定量した（Fig. 33）、6β-水酸化
テストステロンは、内標準物質として 6β-水酸化テストステロン-d6 を用いた内標準法によ
り定量した。なお、Vmax 値及び Catalytic efficiency 値は、ウェスタンブロット法により定量
した CYP3A4 発現量により補正した。 
 CYP3A4.1 及び 31 種類のバリアント（CYP3A4.2–.5、CYP3A4.7、CYP3A4.9、CYP3A4.10、
CYP3A4.12、CYP3A4.14–.16、CYP3A4.18、CYP3A4.19、CYP3A4.23、CYP3A4.24、Pro389Ser、
Leu475Val、CYP3A4.28、CYP3A4.29、CYP3A4.31–.34、Thr138Ala、Met256Ile、Ile300Val、
Thr323Ala、Met353Leu、Ile369Val、Tyr399Ser 及び Ala448Ser）は、Michaelis-Menten 式に従
う曲線を描くことが確認され、各 CYP3A4 バリアントの酵素反応速度論的パラメータを算
出した（Fig. 34 and Table 6）。9 種類のバリアント（CYP3A4.8、CYP3A4.11、CYP3A4.13、
CYP3A4.17、488Frameshift、CYP3A4.21、Ile369Asn、Ala370Val 及び Arg372Thr）は、用いた
基質濃度最高点である 500 µM においても代謝物の生成は定量下限を下回り、酵素反応速度
論的パラメータは算出できなかった。CYP3A4.1 の Km値、kcat値、Vmax値、Catalytic efficiency
値及び CLint値はそれぞれ 67.5 ± 7.15 µM、26.6 ± 1.77 pmol/min/pmol CYP3A4、3.26 ± 0.22 
pmol/min/mg protein、0.40 ± 0.02 nL/min/pmol CYP3A4 及び 48.5 ± 1.85 nL/min/mg protein であ
った。CYP3A4.1 と比較して、CYP3A4.3、CYP3A4.16、CYP3A4.33 及び Thr138Ala において
Km値の有意な上昇、CYP3A4.2、CYP3A4.3、CYP3A4.5、CYP3A4.7、CYP3A4.12、CYP3A4.18、





Thr138Ala、Tyr399Ser 及び Ala448Ser において Vmax値の有意な低下が認められた。また、酵
素反応速度論的パラメータが算出できた CYP3A4 バリアントのうち CYP3A4.9、CYP3A4.19



























Table 6. Kinetic parameters of testosterone 6β-hydroxylation by microsomes from 293FT cells expressing CYP3A4 wild-type and variant proteins. 







(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.1 67.5 ± 7.15 26.6 ± 1.77 3.26 ± 0.22 0.40 ± 0.02 48.5 ± 1.85 
CYP3A4.2 55.7 ± 6.88 6.75 ± 0.32* 0.98 ± 0.05* 0.12 ± 0.01*** 
(30.9%) 
17.8 ± 1.46 
(36.7%) 
CYP3A4.3 63.8 ± 6.23 8.41 ± 1.12* 1.27 ± 0.17* 0.13 ± 0.01*** 
(33.2%) 
19.9 ± 1.50 
(41.0%) 
CYP3A4.4 98.9 ± 7.36 27.3 ± 1.49 4.35 ± 0.24 0.28 ± 0.01* 
(69.7%) 
44.0 ± 1.07 
(90.7%) 
CYP3A4.5 256 ± 23.3 6.37 ± 0.55* 0.92 ± 0.08* 0.02 ± 0.00** 
(6.3%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.7 240 ± 11.1*** 3.63 ± 0.03* 0.56 ± 0.00* 0.02 ± 0.00** 
(3.8%) 
2.32 ± 0.13 
(4.8%) 
CYP3A4.8 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.9 68.2 ± 1.43 20.2 ± 0.34 2.77 ± 0.05 0.30 ± 0.01 
(74.8%) 
40.5 ± 1.12 
(83.5%) 
CYP3A4.10 103 ± 8.67 12.1 ± 0.22 1.73 ± 0.03 0.12 ± 0.01*** 
(29.9%) 
16.9 ± 1.12 
(34.9%) 
CYP3A4.11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.12 152 ± 13.4 1.69 ± 0.10* 0.28 ± 0.02* 0.01 ± 0.00** 
(2.8%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.13 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.14 92.2 ± 17.3 17.4 ± 0.98 2.30 ± 0.13 0.19 ± 0.03* 
(48.9%) 
25.5 ± 3.38 
(52.6%) 
CYP3A4.15 65.5 ± 2.48 15.9 ± 0.09 3.16 ± 0.02 0.25 ± 0.01* 
(63.3%) 
48.3 ± 1.71 
(99.4%) 
CYP3A4.16 128 ± 4.74* 15.9 ± 0.31 2.90 ± 0.06 0.12 ± 0.01** 
(31.5%) 
22.7 ± 1.07 
(46.7%) 
CYP3A4.17 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.18 73.8 ± 3.85 9.07 ± 0.40* 1.86 ± 0.08 0.12 ± 0.00* 
(31.1%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.19 99.5 ± 20.4 16.3 ± 0.48 1.96 ± 0.06 0.17 ± 0.03 
(43.1%) 
20.6 ± 4.02 
(42.4%) 
488Frameshift N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.21 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.23 69.8 ± 1.81 7.66 ± 0.22* 1.21 ± 0.04 0.11 ± 0.00* 
(27.7%) 
17.3 ± 0.26 
(35.7%) 
CYP3A4.24 63.1 ± 10.7 14.5 ± 0.52 2.09 ± 0.08 0.23 ± 0.03** 
(59.2%) 
33.9 ± 4.56 
(69.8%) 
Pro389Ser 73.5 ± 4.84 5.16 ± 0.08* 0.79 ± 0.0* 0.07 ± 0.00** 
(17.8%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Leu475Val 68.8 ± 3.80 5.47 ± 0.01* 0.75 ± 0.01* 0.08 ± 0.00** 
(20.1%) 
10.8 ± 0.49 
(22.3%) 
CYP3A4.28 96.1 ± 8.18 15.7 ± 0.58 2.91 ± 0.11 0.16 ± 0.01*** 
(41.5%) 
30.4 ± 2.17 
(62.6%) 
CYP3A4.29 98.3 ± 8.96 11.0 ± 0.36 2.20 ± 0.07 0.11 ± 0.01** 
(28.4%) 
22.5 ± 1.32 
(46.4%) 
CYP3A4.31 72.6 ± 8.08 22.7 ± 1.27 3.24 ± 0.18 0.31 ± 0.02 
(79.4%) 
44.9 ± 2.58 
(92.5%) 
CYP3A4.32 73.7 ± 3.36 15.9 ± 0.40 1.94 ± 0.05 0.22 ± 0.01* 
(54.6%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP3A4.33 214 ± 3.35*** 12.3 ± 0.33 1.95 ± 0.05 0.06 ± 0.00* 
(14.5%) 
9.10 ± 0.23 
(18.7%) 
CYP3A4.34 75.3 ± 3.87 19.9 ± 0.13 2.76 ± 0.02 0.26 ± 0.01* 
(66.8%) 
36.8 ± 1.63 
(75.8%) 
Thr138Ala 134 ± 6.81* 1.39 ± 0.00* 0.25 ± 0.01* 0.01 ± 0.00** 
(2.6%) 
1.88 ± 0.08 
(3.9%) 
Met256Ile 105 ± 4.88 17.0 ± 0.91 3.03 ± 0.16 0.16 ± 0.00* 
(40.7%) 
28.7 ± 0.78 
(59.2%) 
Ile300Val 105 ± 5.62 18.0 ± 0.48 3.71 ± 0.10 0.17 ± 0.00* 
(43.4%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Thr323Ala 83.8 ± 7.36 17.3 ± 0.79 3.55 ± 0.16 0.21 ± 0.01** 
(52.5%) 
42.6 ± 1.94 
(87.7%) 
Met353Leu 83.9 ± 5.34 15.2 ± 0.44 2.20 ± 0.06 0.18 ± 0.01** 
(45.9%) 
26.3 ± 1.11 
(54.1%) 
Ile369Val 83.7 ± 5.78 20.1 ± 0.79 3.22 ± 0.13 0.24 ± 0.01* 
(60.7%) 
38.6 ± 1.17 
(79.4%) 
Ile369Asn N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Ala370Val N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Arg372Thr N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Tyr399Ser 131 ± 15.7 3.29 ± 0.28* 0.61 ± 0.05* 0.03 ± 0.00** 
(6.4%) 
















(% of wild-type) 
CLint (Vmax/Km) 
(nL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Ala448Ser 85.6 ± 10.9 10.6 ± 1.32* 1.58 ± 0.20* 0.12 ± 0.00* 
(31.2%) 
18.5 ± 0.07 
(38.1%) 
Mock 1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Mock 2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
The data represents the mean ± SD of the three independently performed catalytic assays. 
*P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.005 compared to CYP3A4.1 by Dunnett T3 test. 
N.D. represents not determined. 
All assays and measurements were performed in triplicate using a single microsomal preparation. 
Mock 1 transfected 10 μg mock plasmids. 





5.3. CYP3A4 バリアントの酵素機能変化における基質特異性の解析 
 各 CYP3A4 バリアントにおけるミダゾラム及びテストステロンに対する Catalytic 
efficiency 値の相関性を評価したところ、両基質間において有意な相関を示した（R2 = 0.724、 





Fig. 35. Correlation between the catalytic efficiency ratios for midazolam 1′-hydroxylation and 
testosterone 6β-hydroxylation among CYP3A4 variants. Midazolam 1′-hydroxylation catalytic 
efficiency ratios are plotted on the horizontal axis, and testosterone 6β-hydroxylation catalytic 
efficiency ratios are plotted on the vertical axis. The numbers correspond to known CYP3A4 
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第六節 タンパク質の構造に基づいた CYP3A4 バリアント酵素機能変化解析 
 
CYP 分子種は A–L の α ヘリックス構造及び複数の β シート構造を共通に有しており、小
胞体膜に局在するために必要な配列である Membrane anchor region や Proline-rich region、K-
region、Aromatic region 及び Heme-binding region などが存在する（Fig. 36）[37, 91]。これら
の領域はほとんどの CYP 分子種で高度に保存されているため、CYP が酵素活性を示す上で




変化し、酵素活性に影響を与えうる。そこで本節では、40 種類の CYP3A4 バリアントにお
ける酵素機能変化の要因を明らかにするため、Sevrioukova らの研究によって明らかにされ
た CYP3A4 の X 線回折結晶構造（Protein Data Bank code 5TE8）にミダゾラムあるいはテス
トステロンをドッキングさせた 3D シミュレーションモデルを構築し（Fig. 37）[92]、それ
ぞれのバリアントのアミノ酸置換を導入した 3D モデルを用いて、各 CYP3A4 バリアントの
酵素機能変化を解析した。 
 
Fig. 36. Secondary structure of CYP. α-Helices are indicated by fuschia boxes.Substrate 
recognition sites (SRS) are indicated by blue boxes. Membrane anchor region is indicated by a 
yellow box. The line above the secondary structure of CYP indicates amino acid number. PR: 








1 100 200 300 400 500
K ArPR

















Membrane anchor region 
 CYP3A4.14（Leu15Pro）及び CYP3A4.28（Leu22Phe）はそれぞれ Membrane anchor region
におけるアミノ酸置換である。これらのバリアントにおける CO 差スペクトル測定における
450 nm 付近の吸収極大が認められ（Fig. 26）、ホロ酵素の形成への影響は小さいことが示唆
された。しかし、ミダゾラム及びテストステロン代謝活性においては、野生型と比較して、
Catalytic efficiency 値がそれぞれ 60–70%及び 40–50%であった（Tables 5 and 6）。CYP102 及
び CYP2 分子種において、この領域における塩基性アミノ酸が CPR との相互作用に関わる




 CYP3A4.7（Gly56Asp）は A-helix におけるアミノ酸置換である。CO 差スペクトル測定に
おける 450 nm 付近の吸収極大は野生型と比較して顕著に小さく（Fig. 27）、ホロ酵素の安
定性に影響することが示唆された。また、Gly56Asp により Leu479 との水素結合が消失し、
Val480 との水素結合の形成が認められた（Fig. 38）。A-helix は小胞体膜との結合に重要な
 
Fig. 38. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 









 CYP3A4.4（Ile118Val）及び CYP3A4.29（Phe113Ile）はそれぞれ SRS-1 におけるアミノ酸




おいては Val118 によりヘムと代謝部位の距離に影響を及ぼし、Catalytic efficiency 値が低下
したと推察された（Figs. 39 and 40）。CYP3A4.29 は CO 差スペクトル測定において 450 nm
及び 420 nm 付近の吸収極大が認められ（Fig. 27）、ホロ酵素としての安定性が低下している





Fig. 39. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.4 (right image) coordinated with midazolam. Pink line; hydrophobic interaction. 









 CYP3A4.8（Arg130Gln）及び Thr138Ala はそれぞれ C-helix におけるアミノ酸置換である。
CYP3A4.8はCO差スペクトル測定における 450 nm付近の吸収極大が認められず（Fig. 27）、
ホロ酵素の形成への影響を及ぼしている可能性が示唆された。Arg130Gln によりヘムとの相
互作用が消失し、ホロ酵素の安定性が低下し、酵素活性が消失したと推察された（Fig. 42）。
Thr138Ala は CO 差スペクトル測定における 450 nm 付近の吸収極大が認められたが（Fig. 
 
Fig. 40. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.4 (right image) coordinated with testosterone. Pink line; hydrophobic interaction. 







Fig. 41. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.29 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Pink line; hydrophobic 
interaction. 












（Tables 5 and 6）。C-helix は CPR による電子伝達に重要な部位であり[95]、Thr138Ala によ
り Arg130 から Ser134 における相互作用様式の変化が電子伝達に影響を及ぼしたと推察さ
れた（Fig. 43）。 
D-helix 
 CYP3A4.15（Arg162Gln）及び CYP3A4.23（Arg162Trp）はそれぞれ D-helix 末におけるア
 
Fig. 42. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.8 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. Orange line; electrostatic interaction. 






Fig. 43. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Thr138Ala (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. 



















efficiency 値はそれぞれ 58.4%、63.3%（CYP3A4.15）及び 46.7%、27.7%（CYP3A4.23）であ
った（Tables 5 and 6）。Arg162 は F-helix 近傍の Asp194 との静電相互作用及び Asn197 との
水素結合を形成しているが、Arg162Gln 及び Arg162Trp によりそれらの消失が認められた。
これにより CYP 活性に重要である F-G loop のコンフォメーションが変化し[96, 97]、酵素活
性が低下したと推察された（Figs. 44 and 45）。 
 
Fig. 44. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.15 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Orange line; electrostatic 
interaction. 








Fig. 45. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.23 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Orange line; electrostatic 
interaction. 











 CYP3A4.9（Val170Ile）及び CYP3A4.10（Asp174His）はそれぞれ E-helix 先近傍、CYP3A4.16
（Thr185Ser）及び CYP3A4.17（Phe189Ser）はそれぞれ E-helix 末におけるアミノ酸置換で
ある。Val170Ile はタンパク質の外側に位置しており、他のアミノ酸との相互作用が認めら
れず、酵素活性への影響が小さいと推察された（Fig. 46）。CYP3A4.10 はミダゾラム及びテ
ストステロンにおける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 37.6%及び 29.9%に
低下した（Tables 5 and 6）。Asp174His により Gly177 との水素結合を形成し、これにより
 
Fig. 46. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.9 (right image).  
CYP3A4.1 (Wild-type) CYP3A4.9 (Val170Ile)
Val170 Ile170
 
Fig. 47. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.10 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. 










Gly177-Tyr307 間に水素結合が形成された（Fig. 47）。Tyr307 は I-helix 上の SRS-3 に位置し
ており、これによる立体構造の変化が酵素活性に影響を及ぼしたと推察された。CYP3A4.16
においても同様に、Thr185Ser により Met181 との水素結合様式が変化し、SRS-3 上のアミノ
酸との相互作用に影響を及ぼしたため、酵素活性が低下したと推察された（Fig. 48）。
CYP3A4.17 はミダゾラム及びテストステロン代謝活性が消失した（Tables 5 and 6）。G-helix
上の Leu249 との疎水性相互作用が消失し、F-G loop のコンフォメーションに影響すると推
察される（Fig. 49）。 
 
Fig. 48. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.16 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. Pink line; hydrophobic interaction. 













Fig. 49. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.17 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 








 CYP3A4.24（Gln200His）は F-helix 近傍におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテ
ストステロンにおける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 73.0%及び 59.2%に
低下した（Tables 5 and 6）。Gln200 はタンパク質表面に存在し、Gln200His による他のアミ
ノ酸への影響は小さいと考えられるが（Fig. 50）、CO 差スペクトル測定において 450 nm 及
び 420 nm 付近の吸収極大が認められたため（Fig. 27）、ホロ酵素としての安定性に影響を及
ぼす可能性がある。 
SRS-2 
 CYP3A4.2（Ser222Pro）及び CYP3A4.5（Pro218Arg）はそれぞれ SRS-2 におけるアミノ酸
置換である。Ser222 は F-G loop に位置し、Leu229 との疎水性相互作用を形成しているが、
Ser222Pro のアミノ酸置換により Leu229 との疎水性相互作用が消失した（Fig. 51）。これに
より F-G loop の立体構造が変化して、酵素活性が低下したと推測された。CYP3A4.5 におけ
る Pro218Arg のアミノ酸置換により、Phe57 との疎水性相互作用が消失するとともに、基質
ポケットにおける相互作用の変化により、酵素活性が顕著に低下したと推察された（Fig. 52）。 
 
Fig. 50. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.24 (right image). 






 Met256Ile は G-helix におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテストステロンにお
ける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 24.2%及び 40.7%に低下した（Tables 5 





Fig. 51. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.2 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 




Fig. 52. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.5 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Orange line; electrostatic 
interaction. Pink line; hydrophobic interaction. 

















  CYP3A4.18（Leu293Pro）及び Ile300Val はそれぞれ SRS-4 におけるアミノ酸置換であ
る。CYP3A4.18 において CO 差スペクトル測定において 450 nm 及び 420 nm 付近の吸収極
大が認められており（Fig. 27）、Leu293Pro により Phe13 との疎水性相互作用の消失がホロ
酵素の安定性に影響する可能性が推察された（Fig. 54）。Ile300Val はミダゾラム及びテスト
ステロンにおける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 52.8%及び 43.4%に低下
 
Fig. 53. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Met256Ile (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Pink line; hydrophobic 
interaction. 






Fig. 54. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.18 (right image). Glay line; carbon-hydrogen bond. Pink line; hydrophobic interaction. 









した（Tables 5 and 6）。Ile300Val により Met114 との疎水性相互作用が消失し、これに伴い




 CYP3A4.21（Tyr319Cys）、CYP3A4.31（His324Gln）及び Thr323Ala はそれぞれ SRS-4 にお
けるアミノ酸置換である。CYP3A4.21 は Tyr319Cys のアミノ酸置換により β-sheeet の安定
 
Fig. 55. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ile300Val (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 









Fig. 56. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.21 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 











CYP3A4.31 はミダゾラム及びテストステロンにおける野生型に対する Catalytic efficiency 値
はそれぞれ 90.4%及び 79.4%であり（Tables 5 and 6）、I-helix 末のアミノ酸置換であるため、
タンパク質の構造変化による酵素活性への影響は小さいと推察された（Fig. 57）。対して、
Thr323Ala については、酵素活性が大きく低下した（Tables 5 and 6）。Thr323Ala のアミノ酸
置換による His324 との水素結合の他、タンパク質の構造上大きな変化は認められなかった







Fig. 57. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.31 (right image). 







 CYP3A4.32（Ile335Thr）はそれぞれ J-helix におけるアミノ酸置換であり、CO 差スペクト
ル測定において 450 nm 及び 420 nm 付近の吸収極大が認められ（Fig. 26）、ホロ CYP の安定





Fig. 59. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.32 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 





Fig. 58. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Thr323Ala (right image). Green line; conventional hydrogen bond. 









 CYP3A4.11（Thr363Met）及び Met353Leu はそれぞれ K-helix におけるアミノ酸置換であ
る。CYP3A4.11 は CYP 分子種で高度に保存されている K-region におけるアミノ酸置換を有
しており、タンパク質の安定性が低下することが報告されている[35]。本研究では Thr363Met
のアミノ酸置換により I-helix 上の Val313 及び Ile317 との疎水性相互作用が形成し、タンパ
ク質の構造変化に影響する可能性がある（Fig. 60）。Met353Leu はアミノ酸置換により Lys453
 
Fig. 60. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.11 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 






Fig. 61. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Met353Leu (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Pink line; hydrophobic 
interaction. 













Arg372Thr はそれぞれ SRS-5 におけるアミノ酸置換である。CYP3A4.12 は CO 差スペクト
ル測定において 420 nm 付近の吸収極大が認められており（Fig. 27）、Leu373 によりヘムと
の疎水性相互作用の消失がホロ酵素の安定性に影響したと推察された（Fig. 62）。CYP3A4.33、
Ile369Val、Ile369Asn 及び Ala370Val については、これらの領域が CYP3A4 活性に最も重要
な領域の 1 つであることが報告されている。本研究においても基質やヘムとの相互作用の
変化が確認され、酵素活性の変化の程度に影響を及ぼすと推察された（Figs. 63–66）。また、
CYP3A4.33 及び Ile369Val は酵素活性変化における基質特異性が比較的大きいバリアントで
あった（Fig. 35）。CYP3A4.33 のテストステロンドッキングモデルにおいては基質及びヘム
との複数の疎水性相互作用が消失したため、顕著なテストステロン活性の低下を示したと
推察された（Figs. 63 and 67）。Ile369Val はミダゾラム及びテストステロンドッキングモデル
においてヘムとの疎水性相互作用様式の違いが基質特異性の一因になると考えられる（Figs. 
Fig. 62. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.12 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 








65 and 68）。Arg372Thr は Thr372 に置換されることにより、Tyr53 との水素結合の消失及び





Fig. 63. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.33 (right image) coordinated with midazolam. Glay line; carbon-hydrogen bond. Pink 
line; hydrophobic interaction. 









Fig. 64. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ala370Val (right image) coordinated with midazolam. Pink line; hydrophobic interaction. 













Fig. 65. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ile369Val (right image) coordinated with midazolam. Pink line; hydrophobic interaction. 







Fig. 67. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.33 (right image) coordinated with testosterone. Pink line; hydrophobic interaction. 






Fig. 66. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ile369Asn (right image) coordinated with midazolam. Pink line; hydrophobic interaction. 











 Pro389Ser は β2 sheet におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテストステロンにお
ける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 18.2%及び 17.8%に低下した（Tables 5 




Fig. 68. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ile369Val (right image) coordinated with testosterone. Pink line; hydrophobic interaction. 







Fig. 69. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Arg372Thr (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Orange line; electrostatic 
interaction. 















 Tyr399Ser は K′-helix におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテストステロンに対
する酵素活性が顕著に低下した（Tables 5 and 6）。Tyr399Ser に置換されることにより Met371





Fig. 71. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Tyr399Ser (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. 









Fig. 70. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Pro389Ser (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 









 CYP3A4.13（Pro416Leu）は K′′-helix におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテス
トステロンに対する酵素活性が消失した（Tables 5 and 6）。タンパク質表面におけるアミノ
酸置換であり、他のアミノ酸との interaciton は生じていないが（Fig. 72）、CYP 分子種にお
いて ERR 領域がタンパク質の安定性に重要であることが報告されており[35]、ERR 領域近
傍の Pro416 がそれに影響している可能性が考えられる。また、CYP3A4.34（Ile427Val）は
K′′-helix にアミノ酸置換を有するバリアントであるが、アミノ酸置換により Phe419 との疎
水性相互作用の消失が認められた（Fig. 73）。テストステロン代謝活性における Catalytic 







Fig. 72. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.13 (right image). 






 CYP3A4.3（Met445Thr）及び Ala448Ser はそれぞれ L-helix におけるアミノ酸置換である。 
いずれのバリアントにおいても CO 差スペクトル測定において 450 nm 及び 420 nm 付近の
吸収極大が認められている（Fig. 27）。それぞれのアミノ酸置換により Heme-binding site で
ある Cys442 及びヘムとの相互作用に影響を及ぼし、ホロ酵素の安定性低下により酵素活性
が低下したと推察された（Figs. 74 and 75）。 
 
Fig. 73. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.34 (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 






Fig. 74. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.3 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Pink line; hydrophobic 
interaction. 










β3 sheet  
CYP3A4.19（Pro467Ser）は β3 sheet におけるアミノ酸置換を有するバリアントであり、ミダ
ゾラム及びテストステロンにおける野生型に対する Catalytic efficiency 値はそれぞれ 62.6%
及び 43.1%に低下した（Tables 5 and 6）。Sevrioukovaは CYP3A4と基質の結合においてCys468
が重要な役割を果たしていることを報告しているが[98]、本研究では Pro467Ser により
CYs468 との水素結合の形成が認められ（Fig. 76）、これにより Catalytic efficiency 値が低下
 
Fig. 75. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Ala448Ser (right image). Pink line; hydrophobic interaction. 






Fig. 76. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
CYP3A4.19 (right image). Green line; conventional hydrogen bond. 








したと推察された。また、488Frameshift はタンパク質の配列が大きく変化し、β3 sheet を形
成できないため、タンパク質の安定性が低下したと推察された（Fig. 77）。 
SRS-6 
 Leu475Val は SRS-6 近傍におけるアミノ酸置換であり、ミダゾラム及びテストステロンに
おける野生型に対する Catalytic efficiency 値は 20–30%に低下した（Tables 5 and 6）。Leu475Val
のアミノ酸置換により SRS-4 及び SRS-6 におけるアミノ酸との相互作用が変化し、Catalytic 
efficiency 値が低下したと推察された（Fig. 78）。 
 
Fig. 77. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
488Frameshift (right image). Yellow ribbon; amino acid substitutions region. 







Fig. 78. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP3A4.1 (left image) and 
Leu475Val (right image). Glay line; carbon-hydrogen bond. Pink line; hydrophobic interaction. 

















 本章では、臨床で汎用される医薬品の多くの代謝反応を触媒する CYP3A4 について、プ
ローブ基質であるミダゾラム及びテストステロンを用いて CYP3A4 遺伝子多型に由来する
バリアント酵素の機能変化を in vitro で解析した。その結果、CYP3A4.8、CYP3A4.11、
CYP3A4.13、CYP3A4.17、488Frameshift、CYP3A4.21、Ile369Asn、Ala370Val 及び Arg372Thr
で両基質に対する酵素活性が消失した。また、野生型である CYP3A4.1 と比較して顕著な酵




 日本人集団 4,773 人のうち 1 人において、CYP3A4*8 及び Thr138Ala をコンパウンドヘテ
ロ接合体として保有する検体が同定された（Fig. 24）。In vitro 解析の結果、ミダゾラム及び
テストステロンに対する酵素活性が顕著に低下することが明らかとなった。したがって、こ
の SNVs を有するヒトにおいて CYP3A4 活性が顕著に低下していると考えられ、CYP3A4 に
より代謝される医薬品を投与する際には、安全面を考慮した投与設計が求められる。 
 CYP はヘムが活性中心に配位してホロ酵素として存在する場合、CO 差スペクトル測定に
おいて 450 nm 付近の吸収極大が認められる[37]。一方、タンパク質の安定性低下や構造変
化（アポ酵素化）により 420 nm 付近に吸収極大を認められることがある[109]。Fig. 27 に示
す 450 nm 付近の吸収極大は認められていないバリアント（CYP3A4.11、CYP3A4.11–.13、
CYP3A4.17、488Frameshift、CYP3A4.21、Ile369Asn、Ala370Val、Arg372Thr 及び Tyr399Ser）
は両基質に対する酵素活性は顕著に低下あるいは消失した。特に CYP3A4.8 及び CYP3A4.12
における 3D ドッキングシミュレーションモデルから、CYP3A4 とヘムの相互作用に影響す





が顕著に低下するバリアントの一部においては CO 差スペクトル測定において 450 nm の吸
収極大が認められ、CO 差スペクトル測定法は少なくともホロ酵素の安定性の低下に由来す
る活性低下型 CYP3A4 バリアントの判別が可能であると考えられた。 
 CYP には高度に保存された領域が存在し、それらの領域におけるアミノ酸置換は酵素活
性に大きく影響すると考えられる。Zawaira らは 868 種類の基質を用いた 3D ドッキングシ
ミュレーションにより SRS マップを構築しているが[110]、本研究で解析したバリアントに
おいて、CYP3A4.4 及びCYP3A4.29 は SRS-1、CYP3A4.2及び CYP3A4.5 は SRS-2、CYP3A4.18
及び Ile300Val は SRS-4、CYP3A4.12、CYP3A4.33、Ile369Val、Ile369Asn、Ala370Val 及び
Arg372Thr は SRS-5、Leu475Val は SRS-6 にそれぞれ位置する。特に SRS-5 が酵素活性に重
要であることが報告されており[92]、本研究においても SRS-5 にアミノ酸置換を有するバリ
アントの酵素活性が低下した。また、CYP3A4.33 や Ile369Val は基質特異性が比較的大きい
ことが示唆され（Fig. 35）、SRS 領域におけるアミノ酸置換による酵素機能変化は基質によ




 CYP3A4*16 及び CYP3A4*18 はそれぞれアレル頻度が 1.4%–5.0%及び 1.3%–10%と様々な
人種において比較的高頻度で存在しており、治療効果に及ぼす影響が報告されているが、一
貫した結果が得られていない[84, 111-113]。CYP3A4.16 は SRS-4 との相互作用に影響を及ぼ
す可能性があり（Fig. 48）、CYP3A4.18 は SRS-4 におけるアミノ酸置換であるため、基質特
異的な酵素活性の変化が生じる可能性がある。また、プロモーター領域やイントロン領域に
おける SNVs は mRNA 発現量の低下を引き起こすため、CYP3A4*1B、CYP3A4*16B、






























Substrate lidocaine ibrutinib amiodarone macitentan regorafenib loperamide 













CYP3A4.1 17.0 (100) 47.5 (100) 0.76 (100) 0.06 (100) 1.17 (100) 0.95 (100) 
CYP3A4.2 4.73 (27.9) 27.3 (57.7) 2.23 (289) 0.08 (131) 0.04 (3.1) 0.07 (7.5) 
CYP3A4.3 18.0 (107) 69.6 (141) 1.03 (136) 0.13 (209) 0.83 (71.1) 0.32 (33.9) 
CYP3A4.4 14.8 (86.0) 56.2 (117) 0.67 (88.9) 0.09 (154.5) 0.66 (57.0) 0.45 (46.9) 
CYP3A4.5 5.60 (33.0) 38.6 (81.4) 0.77 (102) 0.30 (501) 1.27 (108) 0.45 (47.1) 
CYP3A4.6      N.D. 
CYP3A4.7    0.04 (65.2) 0.18 (15.1) 0.37 (38.7) 






















Substrate lidocaine ibrutinib amiodarone macitentan regorafenib loperamide 













CYP3A4.9 11.5 (67.9) 83.4 (171) 1.11 (146) 0.02 (31.8) 0.74 (60.9) 0.13 (13.6) 
CYP3A4.10 19.1 (110) 46.3 (97.2) 1.59 (210) 0.15 (252) 0.87 (74.2) 0.47 (49.6) 
CYP3A4.11 36.4 (214) 40.5 (84.9) 3.34 (436) 0.02 (41.0) 0.14 (11.7) 0.17 (17.5) 
CYP3A4.12    0.01 (23.1) 0.11 (9.2) 0.24 (25.5) 
CYP3A4.13    0.03 (42.1) 0.24 (20.6) 0.11 (11.8) 
CYP3A4.14 25.7 (152) 27.7 (58.1) 1.62 (209) 0.05 (91.3) 2.00 (171) 0.46 (48.8) 
CYP3A4.15 20.9 (123) 32.5 (64.0) 1.27 (164) 0.13 (219) 1.44 (123) 0.32 (33.1) 
CYP3A4.16 8.11 (47.9) 36.3 (76.3) 1.11 (147) 0.11 (181) 1.16 (99.7) 0.69 (72.6) 






















Substrate lidocaine ibrutinib amiodarone macitentan regorafenib loperamide 













CYP3A4.18 27.2 (161) 45.1 (95.0) 1.55 (200) 0.05 (79.4) 0.55 (46.9) 0.80 (83.9) 
CYP3A4.19 22.4 (130) 113 (239) 1.68 (222) 0.07 (122) 1.03 (87.9) 0.42 (43.7) 
488 
Frameshift 
   0.00 (5.5) N.D. N.D. 
CYP3A4.21       
CYP3A4.23 35.0 (207) 65.5 (132) 1.69 (220) 0.01 (12.9) 0.47 (39.9) 0.08 (8.6) 
CYP3A4.24 4.93 (30.3) N.D. 0.02 (2.67) 0.02 (31.0) 1.10 (94.2) 0.16 (16.5) 
Pro389Ser       






















Substrate lidocaine ibrutinib amiodarone macitentan regorafenib loperamide 













CYP3A4.28 17.9 (105) 18.9 (39.6) 0.71 (93.9) 0.03 (47.6) 1.54 (132) 0.52 (55.1) 
CYP3A4.29 24.1 (142) 22.3 (46.7) 1.31 (173) 0.03 (51.2) 1.05 (89.9) 0.40 (41.5) 
CYP3A4.30 N.D.     N.D. 
CYP3A4.31 33.6 (198) 29.0 (60.9) 1.30 (172) 0.04 (57.0) 1.49 (127) 0.29 (30.3) 
CYP3A4.32 30.7 (183) 28.6 (60.0) 1.31 (173) 0.05 (76.4) 0.92 (78.5) 0.16 (16.3) 
CYP3A4.33 14.4 (85.2) 46.6 (97.3) 0.88 (117) 0.03 (46.0) 1.00 (85.3) 0.18 (18.5) 




















Present study  
Substrate cabozantinib quinine brepiprazole oxycodone midazolam testosterone 













CYP3A4.1 31.2 (100) 217 (100) 44.9 (100) 26.0 (100) 1.63 (100) 0.40 (100) 
CYP3A4.2 3.21 (10.3) 32.1 (14.8) 7.4 (16.5) 3.2 (12.3) 0.45 (27.4) 0.12 (30.9) 
CYP3A4.3 18.8 (60.2) 49.2 (22.6) 24 (53.5) 17.0 (65.4) 0.95 (58.4) 0.13 (33.2) 
CYP3A4.4 26.2 (84.0) 64.8 (29.8) 32.3 (71.9) 29.2 (77.7) 0.78 (47.9) 0.28 (69.7) 
CYP3A4.5 13.3 (42.6) 22.7 (10.4) 22.5 (50.1) 8.7 (33.5) 0.11 (6.7) 0.02 (6.3) 
CYP3A4.6 N.D. N.D.  N.D.   
CYP3A4.7 87.5 (21.4) 26.6 (12.2) 13.2 (29.4) 6.5 (25.0) 0.33 (20.2) 0.02 (3.8) 
CYP3A4.8 4.68 (15.0) 5.6 (2.6) 8.2 (18.3) 2.1 (8.1) N.D. N.D. 
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CYP3A4.10 30.1 (96.4) 51.7 (23.8) 34 (75.7) 10.7 (41.2) 0.61 (37.6) 0.12 (29.9) 
CYP3A4.11 15.3 (49.1) 159 (73.5) 16.7 (37.2) 2.3 (8.8) N.D. N.D. 
CYP3A4.12 5.00 (16.0) 5.6 (2.6) 17.2 (38.3) 1.3 (5.0) N.D. 0.01 (2.8) 
CYP3A4.13 10.5 (33.7) 12.6 (5.8) 21.1 (47.0) 5.7 (21.9) N.D. N.D. 
CYP3A4.14 54.7 (175) 49.7 (22.9) 57.3 (128) 20.9 (80.4) 1.10 (67.2) 0.19 (48.9) 
CYP3A4.15 41.8 (134) 285 (131) 52.8 (118) 15.0 (57.7) 0.95 (58.4) 0.25 (63.3) 
CYP3A4.16 7.10 (22.7) 57.5 (26.4) 26.5 (59.0) 6.3 (24.2) 0.29 (17.8) 0.12 (31.5) 
CYP3A4.17 0.28 (0.9) 3.1 (1.4) 1.5 (3.3) N.D. N.D. N.D. 
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CYP3A4.19 27.4 (87.8) 93.5 (43.0) 43.3 (96.4) 18.2 (70.0) 1.02 (62.6) 0.17 (43.1) 
488 
Frameshift 
N.D. 8.3 (3.8) 1.3 (2.9) 
N.D. 
N.D. N.D. 
CYP3A4.21  5.3 (2.4)  N.D. N.D. N.D. 
CYP3A4.23 4.25 (45.6) 77.9 (35.8) 24.8 (55.2) 5.7 (21.9) 0.76 (46.7) 0.11 (27.7) 
CYP3A4.24 22.9 (73.2) 50.3 (23.1) 42.7 (95.1) 12.4 (47.7) 1.19 (73.0) 0.23 (59.2) 
Pro389Ser     0.30 (18.2) 0.07 (17.8) 
Arg268Ter    N.D.   
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CYP3A4.28 18.1 (58.0) 218 (100) 41.1 (91.5) 19.2 (73.8) 1.06 (65.0) 0.16 (41.5) 
CYP3A4.29 27.6 (88.5) 689 (317) 29.4 (65.5) 20.7 (79.6) 0.54 (33.2) 0.11 (28.4) 
CYP3A4.30 N.D. N.D.  N.D.   
CYP3A4.31 26.2 (83.8) 130 (59.7) 27.9 (62.1) 19.8 (76.2)) 1.47 (90.4) 0.31 (79.4) 
CYP3A4.32 16.0 (51.2) 164 (75.2) 24.5 (54.6) 11.4 (43.8) 0.61 (37.5) 0.22 (54.6) 
CYP3A4.33 16.6 (53.3) 76.2 (35.0) 26.6 (59.2) 10.5 (40.4) 0.76 (46.9) 0.06 (14.5) 
CYP3A4.34 17.7 (56.8) 260 (120) 30.8 (68.6) 8.8 (33.8) 1.48 (91.0) 0.26 (66.8) 













ァリンと比較して 3–5 倍の薬理活性を示すため[118, 119]、ワルファリン投与量設計におい
て CYP2C9 遺伝子多型は重要な情報であると考えられる。これまでに報告されているメタ・
アナリシスやシステマティックレビューによると、酵素活性減少に起因するバリアントア





CYP2C9 に関しては存在頻度の高い CYP2C9*2、CYP2C9*3、CYP2C9*5 及び CYP2C9*6 のみ










において CYP2C9 遺伝子多型と血中及び尿中薬物濃度に相関があり、in vitro 試験と一貫し
た結果が得られていることが報告されている[131]。したがって、CYP2C9 遺伝子多型に由来
するバリアント酵素機能の in vitro による解析は、臨床での個別化薬物療法において有益な
情報をもたらすことが期待される。 










第二節 新規 CYP2C9遺伝子多型の確認 
 
 ToMMo により次世代シークエンサーを利用した日本人 4,773 人の WGS が行われ
（https://jmorp.megabank.tohoku.ac.jp）、CYP2C9 のアミノ酸置換を伴う 12 種類の新規 SNVs
が同定された（Table 8）。そこで、次世代シークエンス解析のエラーによる擬陽性の可能性
を排除するために、新規に同定された CYP2C9 SNVs を保有する被験者の末梢血白血球由来
DNAに対して、CYP2C9遺伝子の各エキソン領域に特異的なプライマーセットを用いてPCR
増幅し（Fig. 79 and Table 9）、サンガーシークエンス法により塩基配列をリシークエンス解






Table 8. Novel CYP2C9 allelic variants identified in 4,773 Japanese individuals. 
Nucleotide mutations Amino acid substitutions Frequency (%) 
37T>C Cys13Arg 0.01 
373C>T Arg125Cys 0.01 
413A>T Lys138Met 0.03 
448C>T Arg150Cys 0.03 
775A>C Asn259His 0.02 
838T>C Ser280Pro 0.02 
902C>A Thr301Lys 0.03 
995G>A Gly332Asp 0.02 
1198G>T Glu400Ter 0.01 
1249G>A Gly417Ser 0.01 
1276A>C Met426Leu 0.05 




Fig. 79. Agarose gel electrophoresis of PCR amplicons including the site of each exon. M: DNA 
marker, Lane 1; exon 1 (486 bp), Lane 2; exon 2 (583 bp), Lane 3; exon 3 (611 bp), Lane 4; exon 
4 (621 bp), Lane 5; exon 5 (789 bp), Lane 6; exon 6 (429 bp), Lane 7; exon 7 (595 bp), Lane 8; 
exon 8 (642 bp), Lane 9; exon 9 (653 bp). 
1000 bp
500 bp








Table 9. PCR primers used to amplify sequences of the human CYP2C9 gene to confirm the novel allelic variants observed in 4,773 Japanese individuals. 
Exon Size (bp) Forward Primer (5´-3´) Reverse Primer (5´-3´) 
1 486 ATTTATCCATCAAAGAGGCACA ATCTAACATGCAAAGACCCAAA 
2 583 ATTGTCTGACCATTGCCTTGA GCCGGATCTCCTTCCATTT 
3 611 TGAAACCCATAGTGGTGCTG CACAAATATGTGCAAATTCCCT 
4 621 TTTAACCAGCTAGGTTGTAATG AGAAACAGGGCTTTGGAGTTT 
5 789 TGCTGTCATCTACAAAACGTGA TAGTTTATATTTCTGTGGGCTC 
6 429 GTCTACAGCCTCTGCTATACAAGCAG CAGATTACAGCTGGAAGCACAAAAG 
7 595 GTGCATCTGTAACCATCCTCT TAAGAGTAGCCAAACCAATCTT 
8 642 AAGCTTGATGAAAAGGAGGAC TCTCAATTTGGAAGAATTGGATT 








Fig. 80. Sanger sequencing confirming the presence of CYP2C9 SNVs. 
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第三節 CYP2C9 バリアント発現プラスミドの作製 
 
3.1. CYP2C9 バリアント発現エントリークローンの作製 
 野生型である CYP2C9*1 の cDNA 配列が挿入されたクローニングベクター（pENTR/D-
TOPO 中に挿入）を鋳型として、12 種類の新規 CYP2C9 バリアント発現エントリークロー
ンを作製した。それぞれの塩基置換の導入は Table 10 に示したプライマーセットを用いて、





3.2. CYP2C9 バリアント発現クローンの作製 
 得られたエントリークローン及び当研究室で作製済みエントリークローン（CYP2C9*2 及





















































































Fig. 81. CYP2C9 cDNA nucleotide changes by using site-directed mutagenesis. Red markers 




第四節 CYP2C9 バリアントの発現 
 
4.1. 野生型及びバリアント CYP2C9 の発現 
 293FT 細胞を用いて野生型及びバリアント CYP2C9 を強制発現させた（Fig. 20）。70%以
上コンフルエントの状態となった細胞に野生型及びバリアント CYP2C9 発現プラスミドを
CPR 及び CYB 発現プラスミドと共に導入し、48 時間培養した。つまり、トランスフェクシ
ョン後、12 時間培養した時点で 5-ALA 及び Fe2+をそれぞれ終濃度 0.25 mM となるよう培地
中に添加し、その後 36 時間培養し、回収した細胞から遠心分離によりミクロソーム画分を
調製した。その結果、100 mm dish 10 枚分の細胞から 4.1–7.7 mg のミクロソーム画分が得ら
れた。 
 
4.2. ウェスタンブロット法による野生型及びバリアント CYP2C9 の定量 
 CYP2C9 の発現は、抗ヒト CYP2C9 ポリクローナル抗体を用いたウェスタンブロット法
により確認した。その結果、発現させた野生型及びバリアント CYP2C9 において CYP2C9
の分子量である 53 kDa 付近に抗ヒト CYP2C9 抗体と特異的に反応するタンパク質が検出さ
れた（Fig. 82A）。また、ローディングタンパク質量を補正するために、総タンパク質を定量
し、CYP2C9 発現量のノーマライズを行うとともに、スタンダードタンパク質として、市販
の昆虫細胞発現系 CYP2C9 バキュロソーム（Supersome ヒト CYP2C9+リダクターゼ+ b5; 
Corning）を利用して検量線を作製し、絶対定量にてバリアント間の発現量を比較した（Figs. 
82B and C）。 
 
4.3. CO 差スペクトル測定法による野生型及びバリアント CYP2C9 の定性評価 
 293FT 細胞中に発現させた野生型及びバリアント CYP2C9 におけるホロ CYP 含量を測定




トルにおけるピークを Fig. 83 に示した。12 種類のバリアント（CYP2C9.2、CYP2C9.3、
Cys13Arg、Arg125Cys、Lys138Met、Arg150Cys、Asn259His、Ser280Pro、Thr301Lys、Gly332Asp、
Gly417Ser 及び Met426Leu）において 450 nm 付近に吸収極大が認められ、酵素活性を有す
るバリアントである可能性が示唆された。一方、Glu400Ter 及び Arg433Trp では 450 nm 付
近に吸収極大に認められず、CO が配位する場合にホロ CYP としての安定性が低下するこ
とが示唆された。 
 
4.4. CPR 活性の測定 
 CYP の電子伝達系酵素である CPR の活性を測定した。野生型 CYP2C9 を発現させたミク
ロソーム画分と比較して、いずれのバリアントにおいても CPR 活性に有意差は認められず、
CYP2C9 バリアント間における CPR による電子の供給効率による活性変動への影響が小さ
いことが確認された（Fig. 84A）。 
 
4.5. CYB の定量 
 CYP の電子伝達系酵素である CYB の含量を分光光度学的に測定した。野生型 CYP2C9 を
発現させたミクロソーム画分と比較して、いずれのバリアントにおいても CYB 含量に有意







Fig. 82. Representative western blots showing immunoreactive CYP2C9 proteins (A) and total 
proteins (B). Average CYP2C9 levels are normalized by total protein content (C). All assays and 
measurements were performed in triplicates using a single microsomal preparation. Mock 1 
indicates transfection with 10 μg mock plasmids. Mock 2 indicates transfection with 9.6 μg mock 










Fig. 83. Representative CO-difference spectra of CYP2C9 variant proteins expressed in 293FT 
cells. Mock 1 indicates transfection with 10 μg mock plasmids. Mock 2 indicates transfection with 







Fig.84. The differences of CPR activity (A) and CYB content (B) among microsomal proteins 
expressed in 293FT cells transfected with the plasmid carrying each CYP2C9 cDNA. Mock 1 
indicates transfection with 10 μg mock plasmids. Mock 2 indicates transfection with 9.6 μg mock 



















































































































































































































































































第五節 CYP2C9 バリアントの酵素反応速度論的解析 
 
5.1. CYP2C9 バリアントの(S)-ワルファリン 7-水酸化活性の解析 
 (S)-ワルファリンを指標薬物として、各 CYP2C9 バリアントの酵素反応速度論的解析を行
った。野生型またはバリアント CYP2C9 と CPR 及び CYB を発現させた 293FT 細胞のミク
ロソーム画分 25 µg に対して、終濃度が 0.2–40 µM の濃度の異なる(S)-ワルファリン（8 濃
度点）を加えて 37°C で 60 分間反応させ（Fig. 85）、主代謝物である(S)-7-水酸化ワルファリ
ンを LC-MS/MS により定量した（Fig. 86）。(S)-7-水酸化ワルファリンは、内標準物質とし
て 7-エトキシクマリンを用いた内標準法により定量した。なお、Vmax 値及び Catalytic 
efficiency 値は、ウェスタンブロット法により定量した CYP2C9 発現量により補正した。 
 CYP2C9.1 及び 11 種類のバリアント（CYP2C9.2、CYP2C9.3、Cys13Arg、Arg125Cys、
Lys138Met、Arg150Cys、Asn259His、Ser280Pro、Gly332Asp、Gly417Ser 及び Met426Leu）は、
Michaelis-Menten 式に従う曲線を描くことが確認され、各 CYP2C9 バリアントの酵素反応速
度論的パラメータを算出した（Table 11 and Fig. 87）。3 種類のバリアント（Thr301Lys 
Glu400Ter 及び Arg433Trp）は、用いた基質濃度最高点である 40 µM においても代謝物の生
成は定量下限を下回り、酵素反応速度論的パラメータは算出できなかった。CYP2C9.1 の Km
値、kcat値、Vmax値、Catalytic efficiency 値及び CLint値はそれぞれ 0.88 ± 0.06 µM、59.6 ± 0.86 
pmol/min/pmol CYP2C9、12.4 ± 0.18 pmol/min/mg protein、67.9 ± 4.30 µL/min/pmol CYP2C9 及
び 14.1 ± 0.89 µL/min/mg protein であった。CYP2C9.1 と比較して、酵素反応速度論的パラメ
ータが算出できた CYP2C9 バリアントのうち Met426Leu を除く 10 種類において kcat値及び
Vmax値の有意な低下が認められた。また、Catalytic efficiency 値及び CLint値は、酵素反応速
度論的パラメータが算出できた CYP2C9 バリアントのうち Arg150Cys、Asn259His 及び













































Table 11. Kinetic parameters of (S)-warfarin 7-hyroxylation by microsomes from 293FT cells expressing wild-type and variant CYP2C9 proteins. 







(% of wild-type) 
CLint 
(µL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP2C9.1 
(wild-type) 
0.88 ± 0.06 59.6 ± 0.86 12.4 ± 0.18 67.9 ± 4.30 (100) 14.1 ± 0.89 (100) 
CYP2C9.2 
(Arg144Cys) 
1.06 ± 0.05 38.3 ± 2.49* 6.54 ± 0.43*** 36.0 ± 1.01* (53.0) 6.52 ± 0.17* (43.8) 
CYP2C9.3 
(Ile359Leu) 
 2.87 ± 2.11 8.74 ± 1.05*** 2.21 ± 0.26*** 3.98 ± 1.90*** (5.9) 1.01 ± 0.48*** (7.2) 
Cys13Arg 2.36 ± 0.30 4.04 ± 0.35*** 0.21 ± 0.02*** 1.73 ± 0.19* (2.5) 0.09 ± 0.00** (0.6) 
Arg125Cys 2.45 ± 0.53 4.18 ± 0.19*** 6.51 ± 0.03*** 1.77 ± 0.47** (2.6) 0.28 ± 0.07** (2.0) 
Lys138Met 1.52 ± 0.13 37.0 ± 0.98*** 7.61 ± 0.20*** 24.5 ± 2.16** (36.1) 5.03 ± 0.44** (35.8) 
















(% of wild-type) 
CLint 
(µL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Asn259His 0.79 ± 0.04 47.1 ± 2.02* 8.32 ± 0.36** 59.5 ± 2.41 (87.6) 10.5 ± 0.43 (74.7) 
Ser280Pro 1.33 ± 0.24 23.2 ± 1.46*** 3.46 ± 0.22*** 17.8 ± 3.52*** (26.2) 2.66 ± 0.53*** (18.9) 
Thr301Lys N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Gly332Asp 1.87 ± 0.27 12.5 ± 0.36*** 1.89 ± 0.05*** 6.75 ± 0.77** (9.9) 1.02 ± 0.12* (7.3) 
Glu400Ter N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Gly417Ser 0.78 ± 0.04 21.4 ± 1.01*** 4.04 ± 0.19*** 27.5 ± 1.39* (40.6) 5.21 ± 0.26* (37.0) 
Met426Leu 0.86 ± 0.02 66.8 ± 1.55 12.1 ± 0.28 77.6 ± 3.15 (114) 14.1 ± 0.57 (100) 
Arg433Trp N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Mock 1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Mock 2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
The data represents the mean ± SD of the three independently performed catalytic assays. 








N.D. represents not determined.  
All assays and measurements were performed in triplicates using a single microsomal preparation. 
Mock 1 transfected 10 μg mock plasmids. 





5.2. CYP2C9 バリアントのトルブタミド 4-水酸化活性の解析 
 CYP2C9 のプローブ基質の 1 つであるトルブタミドを指標薬物として、各 CYP2C9 バリ
アントの酵素反応速度論的解析を行った。野生型またはバリアント CYP2C9 と CPR 及び
CYB を発現させた 293FT 細胞のミクロソーム画分 25 µg に対して、終濃度が 5–400 µM の
濃度の異なるトルブタミド（9 濃度点）を加えて 37°C で 20 分間反応させ（Fig. 88）、主代
謝物である 4-水酸化トルブタミドを LC-MS/MS により定量した（Fig. 89）。4-水酸化トルブ
タミドは、内標準物質として 4-水酸化トルブタミド-d9 を用いた内標準法により定量した。
なお、Vmax 値及び Catalytic efficiency 値は、ウェスタンブロット法により定量した CYP2C9
発現量により補正した。 
 CYP2C9.1 及び 11 種類のバリアント（CYP2C9.2、CYP2C9.3、Cys13Arg、Arg125Cys、
Lys138Met、Arg150Cys、Asn259His、Ser280Pro、Gly332Asp、Gly417Ser 及び Met426Leu）は、
Michaelis-Menten 式に従う曲線を描くことが確認され、各 CYP2C9 バリアントの酵素反応速
度論的パラメータを算出した（Table 12 and Fig. 90）。3 種類のバリアント（Thr301Lys 
Glu400Ter 及び Arg433Trp）は、用いた基質濃度最高点である 400 µM においても代謝物の
生成は定量下限を下回り、酵素反応速度論的パラメータは算出できなかった。CYP2C9.1 の
Km値、kcat値、Vmax値、Catalytic efficiency 値及び CLint値はそれぞれ 53.2 ± 1.86 µM、2.29 ± 
0.11 pmol/min/pmol CYP2C9、474 ± 29.0 pmol/min/mg protein、43.0 ± 2.16 µL/min/pmol CYP2C9
及び 8.92 ± 0.55 µL/min/mg protein であった。CYP2C9.1 と比較して、CYP2C9.3、Arg150Cys
及び Gly417Ser において Km値の有意な上昇、Asn259His において Km値の有意な低下が認め
られた。また、CYP2C9.1 と比較して、CYP2C9.3、Cys13Arg、Arg125Cys、Lys138Met、Asn259His、
Ser280Pro、Gly332Asp 及び Gly417Ser において kcat値の有意な低下、CYP2C9.2、CYP2C9.3、
Cys13Arg、Arg125Cys、Lys138Met、Asn259His、Ser280Pro、Gly332Asp 及び Gly417Ser にお








Fig. 88. Primary metabolic pathway of tolbutamide. 
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Table 12. Kinetic parameters of tolbutamide 4-hydroxylation by microsomes from 293FT cells expressing wild-type and variant CYP2C9 proteins. 







(% of wild-type) 
CLint  
(µL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
CYP2C9.1 
(wild-type) 
53.2 ± 1.86 2.29 ± 0.11 474 ± 29.0 43.0 ± 2.16 (100) 8.92 ± 0.55 (100) 
CYP2C9.2 
(Arg144Cys) 
72.7 ± 6.84 1.93 ± 0.12 330 ± 24.9* 26.6 ± 0.94* (61.9) 4.56 ± 0.20* (51.1) 
CYP2C9.3 
(Ile359Leu) 
176 ± 7.07** 0.24 ± 0.00* 60.9 ± 0.97* 1.37 ± 0.04** (3.2) 0.35 ± 0.01** (3.9) 
Cys13Arg 105 ± 15.7 0.14 ± 0.01** 7.14 ± 0.79** 1.34 ± 0.08** (3.1) 0.07 ± 0.00** (0.8) 
Arg125Cys 76.8 ± 4.17 0.22 ± 0.00* 34.4 ± 0.82* 2.89 ± 0.13* (6.7) 0.45 ± 0.02** (5.0) 
Lys138Met 69.0 ± 3.24 1.51 ± 0.05* 310 ± 13.2* 21.9 ± 1.27* (51.0) 4.51 ± 0.32* (50.5) 
















(% of wild-type) 
CLint  
(µL/min/mg protein) 
(% of wild-type) 
Asn259His 36.9 ± 2.55* 0.97 ± 0.03* 171 ± 6.05* 26.4 ± 1.47* (61.3) 4.66 ± 0.32* (52.3) 
Ser280Pro 79.6 ± 10.5 1.06 ± 0.02* 158 ± 4.22* 13.5 ± 1.59*** (31.3) 2.01 ± 0.29*** (22.5) 
Thr301Lys N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Gly332Asp 113 ± 32.2 0.40 ± 0.07*** 61.2 ± 13.7*** 3.71 ± 0.41** (8.6) 0.56 ± 0.08** (6.3) 
Glu400Ter N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Gly417Ser 77.8 ± 3.07* 0.79 ± 0.03* 150 ± 6.81* 10.2 ± 0.78** (23.7) 1.93 ± 0.18** (21.6) 
Met426Leu 52.2 ± 2.99 2.14 ± 0.10 387 ± 22.2 41.0 ± 0.84 (95.2) 7.42 ± 0.19 (83.2) 
Arg433Trp N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Mock 1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
Mock 2 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 
The data represents the mean ± SD of the three independently performed catalytic assays. 








N.D. represents not determined. 
All assays and measurements were performed in triplicates using a single microsomal preparation. 
Mock 1 transfected 10 μg mock plasmids. 





5.3. CYP2C9 バリアントの酵素機能変化における基質特異性の解析 
 各 CYP2C9 バリアントにおける(S)-ワルファリン及びトルブタミドに対する Catalytic 
efficiency 値の相関性を評価したところ、両基質間において有意な相関を示した（R2 = 0.919、 
P < 0.001、Fig. 91）。 
  
 
Fig. 91. Correlation between the catalytic efficiency ratios for (S)-warfarin 7-hydroxylation and 
tolbutamide 4-hydroxylation among CYP2C9 variants. (S)-Warfarin 7-hydroxylation catalytic 
efficiency ratios are plotted on the horizontal axis, and tolbutamide 4-hydroxylation catalytic 
efficiency ratios are plotted on the vertical axis. The numbers correspond to known CYP2C9 

















第六節 タンパク質の構造に基づいた CYP2C9 バリアント酵素機能変化解析 
 
各 CYP2C9 バリアントは特定のアミノ酸置換を有しており、CYP3A4 バリアントと同様
に酵素機能の変化は各バリアントのアミノ酸置換に伴う 2 次元及び 3 次元構造の変化に起
因していると考えられる。本節では、12 種類の CYP2C9 バリアントにおける酵素機能変化
の要因を明らかにするため、William らの研究によって明らかにされた CYP2C9 の X 線回折
結晶構造（Protein Data Bank code 1OG5）に(S)-ワルファリンあるいはトルブタミドをドッキ
ングさせたシミュレーションモデルを構築し（Fig. 92）[132]、それぞれのバリアントのアミ
ノ酸置換を導入した 3 次元モデルを用いて、各 CYP2C9 バリアントの酵素機能変化を解析
した。 
 
Membrane anchor region（Cys13Arg） 
 Cys13Arg は Membrane anchor region におけるアミノ酸置換であり、野生型と比較して発
現量の低下がウェスタンブロット法により確認され（Fig. 82）、CO 差スペクトル測定におい
ても 450 nm 及び 420 nm 付近の吸収極大が認められた（Fig. 83）。Membrane anchor region は
CYP 分子種に高度に保存された領域であり、この領域における疎水性アミノ酸が小胞体膜























 Arg125Cys は C-helix 上におけるアミノ酸置換であるが、C-helix における塩基性アミノ酸
は CPR を介した電子の供給に重要である[95]。CYP2C9.14 及び CYP2C9.35 はいずれも
Arg125Leu のアミノ酸置換を有するバリアントであるが顕著に酵素活性が低下することが
報告されている[66, 130]。Arg125Cys において C-helix の立体構造が大きく変化しており（Fig. 
93）、Arg125 が近傍のアミノ酸との立体構造の形成及び CPR との相互作用に重要な役割を
果たしていると考えられ、(S)-ワルファリン及びトルブタミドにおける野生型に対する
Catalytic efficiency 値が顕著に低下したと推察された。 
C/D loop（Lys138Met 及び Arg150Cys） 
 Lys138Met 及び Arg150Cys はそれぞれ C/D loop におけるアミノ酸置換である。Lys138Met
のアミノ酸置換によるSer140との水素結合の形成、Arg150Cysのアミノ酸置換によるGlu147
との静電相互作用の消失が認められた他、大きなタンパク質の構造変化は認められなかっ
た（Figs. 94 and 95）。C/D loop 上における塩基性アミノ酸は、CPR による電子伝達において
重要な役割を果たすため[95]、それらの 1 つの塩基性アミノ酸が失われることにより電子供
給効率が低下し、Catalytic efficiency 値が低下したと推察された。 
 
Fig. 93. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Arg125Cys (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Orange line; electrostatic 
interaction. Pink line; hydrophobic interaction. Red line; unfavorable bump. 
















 Asn259His 及び Ser280Pro は G/H loop におけるアミノ酸置換であり、 (S)-ワルファリン及
びトルブタミドに対する kcat 値及び Vmax 値は野生型と比較して、有意な低下が認められた
(Tables 11 and 12)。G-helix は疎水性チャネルの形成に関わり、基質の活性中心へのアクセス




Fig. 94. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Lys138Met (right image). Green line; conventional hydrogen bond. 






Fig. 95. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Arg150Cys (right image). Orange line; electrostatic interaction. 









 Ser280Pro は H-helix 末におけるアミノ酸置換であり、(S)-ワルファリン及びトルブタミド
に対する Catalytic efficiency 値及び CLint 値は野生型と比較して、それぞれ 26.2%、18.9%及
び 31.3%、22.5%に低下した(Tables 11 and 12)。I-helix 上の SRS-4 は CYP2 分子種で高度に保
存された領域であるが[93]、Ser280Pro のアミノ酸置換により Gln278 及び Glu274 と水素結
合を形成し、I-helix の柔軟性が低下すると推察された（Fig. 97）。 
 
Fig. 96. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Asn259His (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. Orange line; electrostatic interaction. 











Fig. 97. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Ser280Pro (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. 











 Thr301Lys は I-helix 上の SRS-4 におけるアミノ酸置換であり、(S)-ワルファリン及びトル
ブタミドに対する酵素活性の消失が認められた（Tables 11 and 12）。Thr301 は哺乳動物にお
ける CYP 分子種で保存されたアミノ酸であり、ヘムへの電子の供給に重要な酸素結合部位
を形成することが報告されている[93]。また、Thr301Lys のアミノ酸置換により Lys のかさ
高さによる立体障害が酵素活性に影響を及ぼす可能性が考えられる（Fig. 98）[137, 138]。 
J-helix（Gly332Asp） 
 Gly332Asp は J-helix 上におけるアミノ酸置換であり、CO 差スペクトル測定において 450 








Fig. 98. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Thr301Lys (right image). 









 Glu400TerはストップコドンによりHeme-binding region や SRS-6 などの活性に重要な部位
が欠損するバリアントである。これによりウェスタンブロット法における 45 kDa のタンパ
ク質の検出及び CO 差スペクトル測定における 420 nm 付近の吸収極大の検出が認められた
と推察された（Figs. 82 and 83）。 
 
F1-helix（Gly417Ser） 
 Gly417Ser は K-helix 及び L-helix 間に存在する短鎖 α-helix（F1-helix）上におけるアミノ酸
置換である[93]。(S)-ワルファリン及びトルブタミドに対する Catalytic efficiency 値及び CLint
値は野生型と比較して、それぞれ 40.6%、37.0%及び 23.7%、21.6%に低下した(Tables 11 and 






Fig. 99. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Gly332Asp (right image). Green line; conventional hydrogen bond. 








 J-helix にアミノ酸置換を有する Met426Leu において、(S)-ワルファリン及びトルブタミド
に対する酵素活性は野生型と比較して有意差が認められなかった  (Tables 11 and 12)。




Fig. 100. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Gly417Ser (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. Pink line; hydrophobic interaction. 














Fig. 101. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Met426Leu (right image). Pink line; hydrophobic interaction. Orange line; π-sulfer interaction. 











 Arg433Trp は Heme-binding region 近傍におけるアミノ酸置換であり、CO 差スペクトル測
定において 420 nm 付近の吸収極大が認められ（Fig. 83）、(S)-ワルファリン及びトルブタミ








Fig. 102. Diagram pairs showing the partial crystal structure of CYP2C9.1 (left image) and 
Arg433Trp (right image). Green line; conventional hydrogen bond. Glay line; carbon-hydrogen 
bond. Pink line; hydrophobic interaction. Orange line; electrostatic interaction. 
























 本章では、臨床で汎用される医薬品の約 15%の代謝反応を触媒する CYP2C9 について、
(S)-ワルファリン及びトルブタミドを用いて CYP2C9 遺伝子多型バリアントに由来するバリ
アント酵素の機能変化を in vitro で解析した。その結果、Thr301Lys、Glu400Ter 及び Arg433Trp
で両基質に対する酵素活性が消失した。また、ほとんどの CYP2C9 バリアントにおいて、
CYP2C9.1 と比較して顕著な酵素活性の低下が認められた（Tables 11 and 12）。 
 2 種類の基質に対する各 CYP2C9 バリアント酵素の機能変化の程度は相関しており（Fig. 
91）、基質特異性が小さいことが示唆された。CYP2C9 は CYP3A4 と比較して基質ポケット
が小さいため[139]、基質によらず各バリアントにおける構造変化が基質との親和性に影響
すると考えられる。また CYP3A4 バリアントの場合と同様に、酵素活性が消失する CYP2C9
バリアントにおいて CO 差スペクトル測定による 450 nm における吸収極大を認められず、
CO 差スペクトル測定法が CYP 活性を予測する有用な手段の 1 つであることを支持する結
果が得られたと考えられる。C-helix 上のアミノ酸置換を有する場合には CO 差スペクトル
測定法及び 3D ドッキングシミュレーションモデルから酵素活性の顕著な低下を説明しき
れなかった。これまでにも C-helix におけるアミノ酸置換により酵素活性が低下する CYP バ
リアントは多数報告されており[64, 66, 136]、CYP-CPR 間における電子伝達効率に影響を及
ぼしている可能性が考えられる。また、Arg433Trp においてはヘムとの相互作用の変化が 3D
ドッキングシミュレーションモデルにおいて認められ、CO 差スペクトル測定による 450 nm
付近の吸収極大の消失していることから酵素活性を示すにはホロ酵素として存在すること
の重要性を支持する結果であるといえる。また、Arg125Cys は Han Chinese においても同定
され、PharmVar にも最近 CYP2C9*62 として登録された[140]。低頻度ではあるが、アジア人





となることが期待される。さらに、CYP2C9.2 及び CYP2C9.3 の野生型に対する酵素活性の
変化は、これまでの報告と同様の結果が得られた [66, 130, 140]。CYP2C9*2 あるいは











                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                  
第二章及び第三章において、CYP3A4 及び CYP2C9 遺伝子多型に由来するバリアント酵素
の機能変化を解析したが、in vitro 試験により得られた酵素反応速度論的パラメータ情報を
いかにして臨床現場に応用するかが重要な課題である。CPIC は遺伝子多型情報に基づく薬
物投与設計の指標の 1 つとして Activity Score（AS）システムを採用している[24, 141]。例え
ば、CYP2D6 の酵素活性指標として各バリアント酵素活性を Activity Value（AV）として定
義し、それらの AV の和から各遺伝子型に対して AS を導き、これにより得られた各遺伝子
型の AS に基づいて 4 種類の表現型（Ultra rapid metabolizer, NM; Normal metabolizer, IM; 
Intermediat metabolizer, PM; Poor metabolizer）に分類している[24]。さらに当研究室では、こ
のASシステムを利用したCYP2A6遺伝子多型と発がんリスクの関連を見出した報告をして
おり[142, 143]、AS システムが CYP の遺伝子型から表現型を予測する上で有用な手法であ
ると考える根拠としている。 
本章では第二章及び第三章で解析した CYP3A4 及び CYP2C9 バリアントにおけるそれぞ
れの基質に対する CLint 値に基づいた酵素活性予測パネルを構築した。さらに、日本人集団








 各 CYP3A4 バリアントにおける酵素反応速度論的解析から得られた CYP3A4.1 に対する
CLint 値の割合を CYP3A4 活性指標として、それぞれのバリアントアレルに対する AV を定
義した（Table 13）。なお、CYP3A4*26 は Arg268Ter のストップコドンが生じるバリアントで
あるために活性が消失するものと考え、AV を 0 とした。それぞれの AV から各 CYP3A4 遺
伝子型を AS として 3 つの群（Normal metabolizer; NM, AS 1.6<、Intermediate metabolizer; IM, 
AS 0.8–1.5 及び Poor metabolizer; PM, AS 0–0.7）に分類した（Figs. 103 and 104）。さらに、
ToMMo が実施した日本人集団 4,773 人の WGS における各バリアントアレルの頻度から
Hardy-Weinberg 平衡に基づいて日本人集団における各 CYP3A4 遺伝子型の頻度を推定した。
その結果、ミダゾラム 1′-水酸化活性及びテストステロン 6β-水酸化活性に基づく AS の分布






Table 13. Activity values assigned in this study. 
Variants AV for midazolam 
1′-hydroxylation 
AV for testosterone 
6β-hydroxylation 
Frequencya (%) 
CYP3A4*1 1.0 1.0 95.85 
CYP3A4*2 0.3 0.4  
CYP3A4*3 0.7 0.4  
CYP3A4*4 0.6 0.9 0.03 
CYP3A4*5 0.1 0.1 0.14 
CYP3A4*7 0.3 0  
CYP3A4*8 0 0 0.03 
CYP3A4*9 0.9 0.8  
CYP3A4*10 0.4 0.3  
CYP3A4*11 0 0 0.03 
CYP3A4*12 0 0  
CYP3A4*13 0 0  
CYP3A4*14 0.7 0.5  
CYP3A4*15 0.9 1.0  
CYP3A4*16 0.3 0.5 2.11 
CYP3A4*17 0 0  
CYP3A4*18 0.8 0.5 1.65 
CYP3A4*19 0.6 0.4  
CYP3A4*20 0 0  
CYP3A4*21 0 0  




Variants AV for midazolam 
1′-hydroxylation 
AV for testosterone 
6β-hydroxylation 
Frequencya (%) 
CYP3A4*24 0.9 0.2  
Pro389Ser 0.2 0.2  
CYP3A4*26 0 0 0.01 
Leu475Val 0.3 0.2  
CYP3A4*28 1.0 0.6  
CYP3A4*29 0.5 0.5  
CYP3A4*31 1.1 0.9  
CYP3A4*32 0.4 0.5  
CYP3A4*33 0.6 0.2  
CYP3A4*34 1.0 0.8 0.02 
Thr138Ala 0.1 0 0.01 
Met256Ile 0.4 0.6 0.01 
Ile300Val 0.9 0.7 0.01 
Thr323Ala 0.6 0.9 0.01 
Met353Leu 0.9 0.5 0.01 
Ile369Val 0.2 0.8 0.02 
Ile369Asn 0 0 0.01 
Ala370Val 0 0 0.05 
Arg372Thr 0 0 0.01 
Tyr399Ser 0 0.1 0.01 
Ala448Ser 0.5 0.4 0.01 

























各 CYP2C9 バリアントにおける酵素反応速度論的解析から得られた CYP2C9.1 に対する
CLint 値の割合を CYP2C9 活性の指標として、それぞれのバリアントアレルに対する AV を
定義した（Table 14）。なお、これまでに報告されている CYP2C9 バリアントについては、そ
れぞれの報告に基づいて AV を割り当てた。それぞれの AV から各 CYP2C9 遺伝子型を AS
として 3 つの群（NM, AS 1.6<、IM, AS 0.8–1.5 及び PM, AS 0–0.7）に分類した（Figs. 105 and 
106）。さらに、ToMMo が実施した日本人集団 4,773 人の WGS における各バリアントアレ
ルの頻度から Hardy-Weinberg 平衡に基づいて日本人集団における各 CYP2C9 遺伝子型の頻
度を推定した。その結果、(S)-ワルファリン 7-水酸化活性及びトルブタミド 4-水酸化活性に







Table 14. Activity values assigned in this study. 
Variants AV for (S)-warfarin 
7-hydroxylation 
AV for tolbutamide 
4-hydroxylation 
Frequencya (%) 
CYP2C9*1 1.0 1.0 96.34 
CYP2C9*2 0.4 0.5  
CYP2C9*3 0.1 0 2.36 
CYP2C9*8 0.4b 0.2c 0.31 
CYP2C9*11 0b 1.0c 0.02 
CYP2C9*13 0b 0c 0.07 
CYP2C9*14 0b 0.2c 0.05 
CYP2C9*27 0.6b 0.5c 0.02 
CYP2C9*28 0b 0b 0.01 
CYP2C9*29 0.5b 0.5c 0.21 
CYP2C9*30 0b 0b 0.21 
CYP2C9*38 0.5c 0.5c 0.01 
CYP2C9*42 0c 0c 0.02 
CYP2C9*44 0.6c 0.6c 0.02 
CYP2C9*47 0.4c 0.4c 0.07 
CYP2C9*52 0c 0c 0.01 
CYP2C9*56 1.0c 1.0c 0.01 
CYP2C9*62 
(Arg125Cys) 
0 0.1 0.01 
Cys13Arg 0 0 0.02 




Variants AV for (S)-warfarin 
7-hydroxylation 
AV for tolbutamide 
4-hydroxylation 
Frequencya (%) 
Arg150Cys 0.7 0.6 0.03 
Asn259His 0.7 0.5 0.02 
Ser280Pro 0.2 0.2 0.02 
Thr301Lys 0 0 0.03 
Gly332Asp 0.1 0.1 0.02 
Glu400Ter 0 0 0.01 
Gly417Ser 0.4 0.2 0.01 
Met426Leu 1.0 0.8 0.05 
Arg433Trp 0 0 0.01 
aAllele frequency in 4,773 Japanese individuals. 
bActivity values assigned based on Niinuma et al. reported[66]. 
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Fig. 106. CYP2C9 phenotype prediction using activity score determined by CLint value for tolbutamide 4-hydroxylation. 
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 本章では、CYP3A4 及び CYP2C9 遺伝子多型情報に基づいた酵素活性予測パネルのモデル
を構築するため、各バリアント CYP における野生型に対する CLintの割合から各遺伝子型の
表現型を予測した。さらに、ToMMo による日本人集団 4,773 人を対象にした WGS データ
ベースを利用して、日本人集団において酵素活性が低下（IM）あるいは消失（PM）すると
予測されるヒトの割合を推定した。その結果、12–21 人に 1 人で CYP3A4 活性が IM あるい
は PM に分類されると推定された。また、CYP2C9 活性については、約 15 人に 1 人で IM あ
るいは PM に分類されると推定された。どちらの CYP 分子種も十数人に 1 人の頻度で CYP
活性が低いことにより、副作用発現リスクの上昇や治療効果の変化の可能性があるため、
CYP 遺伝子多型に基づいた薬物投与設計の重要性が示唆された。 
 CYP3A4*16 及び CYP3A4*18 は 4,773 人の日本人集団においてアレル頻度がそれぞれ 
2.11%及び 1.65%と比較的高頻度で存在する（Table 13）。本研究において CYP3A4.16 及び
CYP3A4.18 の酵素活性変化における基質特異性により、各酵素活性祖測パネルにおいて IM
及び PM の頻度が大きく異なる結果となった。CYP3A4*18 遺伝子多型と様々な医薬品にお
ける血中薬物濃度との関連についても一貫した結果が得られていない[84, 111-113]。したが
って、酵素活性が顕著に低下あるいは消失する CYP3A4 バリアントについては酵素活性予
測パネルへの適応が比較的容易である一方、CYP3A4*16 や CYP3A4*18 のように酵素活性が
野生型と比較して半分程度に低下し、アレル頻度が数%であるバリアントに関しては各基質
における酵素活性変動を解析する必要があると考えられる。 












及び CYP2C9*3/*3 保有者の頻度を推定するとそれぞれ 4.55%及び 0.06%であり、約 22 人に
1 人のヒトが IM あるいは PM に分類される。本研究において低頻度の遺伝子多型を考慮す
ることにより IM あるいは PM に分類されるヒトは約 6.9%と推定され、CYP2C9*3 のみを考

















ホロ CYP 含量測定が可能になるまで発現量を上昇させることができた。293FT 細胞による
組換えタンパク質合成において、ホロ CYP 含量の上昇にはヘム合成の促進が重要であるこ











CYP3A4 活性の個人差には CYP3A4 誘導剤や阻害剤だけでなく、マイクロ RNA、核内受容













また、CYP2C9 の代表的なメジャーバリアントである CYP2C9.2 及び CYP2C9.3 とレアバリ
アントの酵素機能変化を同一の系で評価したことにより、本研究により解析された新規
SNVs についても、従来のワルファリン至適投与量設計アルゴリズムへの適応が期待できる。 
2021 年 1 月現在、ToMMo による WGS の解析対象は約 8,300 人に拡張され、既に遺伝子
多型情報が公開されており、様々な CYP 分子種において、さらに多くの新規 SNVs が同定
されている[144]。これらによる酵素機能変化を個々に評価することが重要である一方、相
当の研究コストを要すると考えられる。したがって、Wet な実験手法よりも Dry な実験手法
の方が解析コストを軽減できる可能性が高い。現在、当研究室で報告した in silico 解析によ












CYP2C19、CYP2D6 などの臨床現場で重要視されている他の CYP 分子種への拡張に繋がる
ことが期待される。 
 本研究では代表的なヒト CYP 分子種である CYP3A4、CYP1A2 及び CYP2C9 の酵素活性
を従来よりも高感度かつ高精度で解析できる哺乳動物細胞株による CYP 発現系を構築する


















CYP1A2、CYP2C9、CYP3A4、CPR、及び CYB cDNA のリファレンス配列には、それぞ
れ GenBank の NM_000761、NM_000771、NM_017460、NM_000941 及び NM_148923 を用い







4. X 線結晶構造解析モデル 
CYP2C9 及び CYP3A4 の X 線回折結晶構造解析モデルとして、Protein Data Bank の 1OG5
及び 5TE8 をそれぞれ用いた。 
 
5. 統計解析 













100 bp DNA Ladder One Watson 
1 kb DNA Ladder One Nippon Genetics 
12-230 kDa Jess or Wes Separation Module, 
8×25 capillary cartridges Protein simple 
1′-Hydroxymidazolam Corning 
2×AmpliTaq Gold 360 Master Mix Thermo Fisher Scientific 
2×KAPA Hifi HotStart ReadyMix Kapa Biosystems 
2-Mercaptoethanol Nacalai Tesque 
2-Propanol Nacalai Tesque 
2.0 mol/L Sodium Hydroxide Solution Nacalai Tesque 
2.5 mM dNTP TaKaRa 
293FT Cell Line Thermo Fisher Scientific 
3.0 mol/L Sodium Acetate Buffer Solution (pH 5.2) Nacalai Tesque 
4-Hydroxytolbutamide Toronto Research Chemicals 
4-Hydroxytolbutamide-d9 Toronto Research Chemicals 




50×Modified Tris Acetate EDTA (TAE) buffer Millipore 
6×Loading Buffer Orange G Nippon Gene 
6β-Hydroxytestosterone-d7 Corning 
6β-Hydroxytestosterone Sigma-Aldrich 
7-Ethoxycoumarin                                        Sigma-Aldrich 
Acetaminophen Sigma-Aldrich 
Acetaminophen-d4 Toronto Research Chemicals 
Acetonitrile Wako 
Acetonitrile -Plus- 関東化学 
Agarose Nacalai Tesque 
Antibiotic Antimycotic Mixed Stock Solution Nacalai Tesque 
Anti-Cytochrome b5 antibody (ab69801) Abcam 
Anti-Cytochrome P450 2C9/CYP2C9antibody (ab4236) Abcam 
Anti-Cytochrome P450 3A4/CYP3A4 antibody (ab3572) Abcam 
Anti-Cytochrome P450 Reductase antibody (ab13513) Abcam 
Anti-Human CYP1A2 antibody PAP021 日本農産工業 
Anti-Human CYP2C9 antibody PAP091 日本農産工業 
Anti-Human CYP3A4 antibody PAP011 日本農産工業 
Anti-Rabbit Detection Module 
for Jess, Wes, Peggy Sue or Sally Sue Protein simple 
Bacto Tryptone Corning 
Bacto Yeast Extract Corning 
BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific 




β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate (β-NADP+) Oriental Yeast 
β-Nicotinamide-adenine dinucleotide phosphate reduced form 
(β-NADPH)                                             Oriental Yeast 
β-Nicotinamide-adenine dinucleotide, reduced (β-NADH) Oriental Yeast 
Calnexin, pAb Enzo Life Sciences 
Clarity Max Western ECL Substrate Bio-Rad 
Clarity Western ECL Substrate Bio-Rad 
Cytochrome C from Horse Heart Nacalai Tesque 
Dimanganese decacarbonyl Sigma-Aldrich 
D-Glucose 6-phosphate, disodium salt (G-6-P) Oriental Yeast 
Dimanganese decacarbonyl Sigma-Aldrich 
Dimethyl sulfoxide Wako 
Dulbecco’s modified Eagle medium (D-MEM) Nacalai Tesque 
EasyCYP CYP3A4R + cytochrome b5 Cypex 
e-PAGEL 10% ATTO 
Ethanol (99.5) （分子生物学研究用特製試薬） Nacalai Tesque 
Ethidium bromide Nacalai Tesque 
di-sodium Dihydrogen Ethylenediamine 
-tetraacetate Dihydrate (EDTA) Nacalai Tesque 
FastGene Gel/PCR Extraction Kit Nippon Genetics 
Fast Media Amp Agar InvivoGen 
Fast Media Kan Agar InvivoGen 
Fast Media Amp TB InvivoGen 




Flunitrazepam  Wako 
Formic Acid (abt. 99%)  Wako 
Gateway LR Clonase II Enzyme Mix  Thermo Fisher Scientific 
Gentra Puregene Blood Kit  Qiagen 
Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PDH） Oriental Yeast 
Glycerol Nacalai Tesque 
Glycine Nacalai Tesque 
Goat anti-rabbit IgG-HRP sc-2054 Santa Cruz Biotechnology 
Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated goat anti-rabbit IgG DakoCytomation 
Human CYP3A4BR EasyCYP bactosomes Cypex 
Human liver microsomes Sekisui Xeno Tech 
Iron (Ⅱ) sulfate heptahydrate Wako 
Kanamycin solution Sigma-Aldrich 
KAPA2G Fast Multiplex PCR Kits Kapa Biosystems 
Lipofectamine 3000 Reagent Thermo Fisher Scientific 
MagicMark XP Western Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
Magnesium chloride hexahydrate (MgCl2･6H2O) Nacalai Tesque 
Midazolam Wako 
Novex Sharp Pre-Stained Protein Standard Thermo Fisher Scientific 
NucleoBond Xtra Maxi EF Macherey-Nagel 
One Shot TOP10 Chemically Competent E. coli Thermo Fisher Scientific 
Opti-MEM I Reduced-serum Medium Thermo Fisher Scientific 
pcDNA3.4-TOPO TA Cloning Kit Thermo Fisher scientific 




PfuUltra High Fidelity DNA Polymerase Agilent Technology 
Phenacetin Nacalai Tesque 
Phosphate-bufferd saline (PBS) Sigma-Aldrich 
Phosphoric Acid                                          Nacalai Tesque 
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins/HRP DakoCytomation 
Polyethylenimine “Max” Polysciences 
Polyoxyethylene sorbitan monolaurate (Tween 20) Nacalai Tesque 
Potassium Chloride (KCl) Nacalai Tesque 
Potassium Dihydrogenphosphate (KH2PO4) Nacalai Tesque 
Potassium Hydroxide (KOH) Nacalai Tesque 
Protease Inhibitor Cocktail Nacalai Tesque 
Pyronin Y Sigma-Aldrich 
QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN 
Qubit dsDNA BR Assay Kit Thermo Fisher Scientific 
QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies 
(S)-7-Hydroxywarfarin Toronto Research Chemicals 
S.O.C. Medium Thermo Fisher Scientific 
Sodium Chloride (NaCl) Nacalai Tesque 
Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) Nacalai Tesque 
Sodium Hydrosulfite Nacalai Tesque 
Spectrophotometer Cells & Certified Reference Materials,  
Sub-Micro Cells, 16.50-Q-10/Z20 Starna Scientific Ltd 
(S)-Warfarin Sigma-Aldrich 




SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate Bio-Rad 
Supersomes ヒト CYP3A4+リダクターゼ+b5 Corning 
Supersomes ヒト CYP2C9*1(Arg144)+リダクターゼ Corning 
Testosterone Sigma-Aldrich 
Tolbutamide Wako 
Total Protein Detection Module 
for Jess, Wes, Peggy Sue or Sally Sue Protein simple 
Trans-Blot Turbo Transfer Pack Bio-Rad 
TransFectin Lipid Reagent Bio-Rad 
Tris Bufferd Saline (10×) (pH 7.4) Nacalai Tesque 
Tris-EDTA buffer (TE) Sigma-Aldrich 
Tris (hydroxymethyl) aminomethane Nacalai Tesque 
Trypsin Nacalai Tesque 
UltraPool HLM 150 Corning 






DNA 増幅装置: T100 Thermal Cycler（Bio-Rad） 
アガロースゲル電気泳動装置: Mupid-2plus（Mupid） 
アガロースゲル撮影装置: WSE-5200 プリントグラフ 2M（ATTO） 




        Cary 300 UV-Vis Spectrophotometer（Agilent technologies） 
フルオロメーター: Qubit 2.0 フルオロメーター （Thermo Fisher Scientific） 
恒温器: ソフトインキュベーターSLI-450ND（EYELA） 
        恒温チャンバーFMS（EYELA） 
振盪機: マルチシェーカーMMS（EYELA） 
CO2インキュベーター: Forma Steri-Cycle（Thermo Fisher Scientific） 
遠心濃縮装置: MicroVac（TOMY） 
遠心機: 微量高速冷却遠心機 MX-307（TOMY） 
     卓上型超遠心機 Optima-TLX（Beckman Coulter） 
固定角ロータ: TLA100.3（Beckman Coulter） 
超音波ホモジナイザー: ULTRASONIC HOMOGENIZER Smurt NR-50M 
（マイクロテック・ニチオン） 
吸光度解析用ソフトウェア: JASCO スペクトルマネージャ（日本分光） 
SDS-PAGE 電気泳動槽: ラピダス・ミニスラブ電気泳動槽（ATTO） 
イムノブロット転写装置: Trans Blot Turbo（Bio-Rad） 
パワーサプライ: Electrophoresis Power Supply EPS 301（GE Healthcare） 
化学発光検出装置: ChemiDoc XRS+ System（Bio-Rad） 
イムノアッセイシステム: Wes（Protein simple） 
シンプルウェスタン解析ソフトウェア: Compass for SW（Protein simple） 
LED ライト: スポットエース SPA-10SW（HAYASHI WATCH-WORKS） 
HPLC 分析装置: Waters 2695 Separations Module（Waters） 
UPLC 分析装置: ACQUITY UPLC H-Class PLUS（Waters） 
検出器: Waters 2475 multi λ fluorescence detector（Waters） 




LC-MS/MS 分離装置: NANOSPACE SI-2（大阪ソーダ） 
                   Nexera Ultra High Performance Liquid Chromatograph system（Shimadzu） 
LC-MS/MS 検出器: TSQ Quantum Ultra triple quadrupole mass spectrometer 
（Thermo Fisher Scientific） 
 QTRAP 6500 LC-MS/MS system（AB Sciex） 
クロマトグラフィーデータソフトウェア: Xcalibur（Thermo Fisher Scientific） 
Empower 3（Waters） 
Analyst Software（AB Sciex） 
HPLC カラム: Luna C18 5 µm（2.0×150 mm; Phenomenex） 
SunFire C18 5 µm（4.6×150 mm; Waters） 
XBridge C18 3.5 µm（2.1×100 mm; Waters） 
Kinetex C18 5 µm（2.1×50 mm; Phenomenex） 
ACQUITY UPLC HSS C18 1.8 µm（2.1×50 mm; Waters） 
遺伝情報処理ソフト: GENETYX 13（GENETYX） 
シークエンス解析ソフト: Sequence Scanner Software v2.0（Applied Biosystems） 
酵素反応速度論的解析用ソフト: SigmaPlot 12.5（Systat Software, Inc） 
統計解析ソフト: IBM SPSS Statistics Ver. 22.0（IBM） 








1. CYP3A4、CPR 及び CYB 野生型発現エントリークローンの作製 
1.1. PCR による野生型 cDNA の増幅 
1.1.1. PCR による CYP3A4 cDNA の増幅 
水口裕之教授（大阪大学大学院薬学研究科分子生物学分野）から提供いただいた CYP3A4
野生型配列（NM_017460）[146]を鋳型として PCR 増幅を行った。10×PfuUltra HF reaction 
buffer を  2.0 μL、 10 μM の CYP3A4 クローニングフォワードプライマー（ 5′-
CACCATGGCTCTCATCCCAGACTTG-3′ ） 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5′-
TCAGGCTCCACTTACGCTGCCATC-3′）を各 1.0 μL、2.5 mM の dNTP を 1.6 μL、PfuUltra HF 
DNA polymerase を 0.5 μL、鋳型 DNA を 2 pg 混合し、滅菌精製水で全量 20 μL となるよう
に反応液を調製した。反応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で 30 秒間、68°C
で 90 秒間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C で 10 分間処理した。PCR 産物の確認
は、EtBr を含む 1%アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間の電気泳動後、UV 照射によっ
て行った。 
 
1.1.2. PCR による CPR cDNA の増幅 
 Human Lung cDNA Library を鋳型として PCR 増幅を行った。10×PfuUltra HF reaction buffer
を  2.0 μL 、 10 μM の CPR ク ロ ー ニ ン グ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 5′-
CACCATGATCAACATGGGAGACTC-3′ ） 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5′-
CTAGCTCCACACGTCCAGGGAGTG-3′）を各 1.0 μL、2.5 mM の dNTP を 1.6 μL、PfuUltra 




うに反応液を調製した。反応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で 30 秒間、68°C
で 120 秒間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C で 10 分間処理した。PCR 産物の確認
は、EtBr を含む 1%アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間の電気泳動後、UV 照射によっ
て行った。 
 
1.1.3. PCR による CYB cDNA の増幅 
Human Lung cDNA Library を鋳型として PCR 増幅を行った。2×KAPA Hifi Hotstart Ready mix
を  10 μL 、 10 μM の CYB ク ロ ー ニ ン グ フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー （ 5′-
CACCATGGCAGAGCAGTCGGAC-3′ ） 及 び リ バ ー ス プ ラ イ マ ー （ 5′-
TCAGTCCTCTGCCATGTATAGGCG-3′）を各 1.0 μL、鋳型 DNA を 2 pg 混合し、滅菌精製水
で全量 20 μL となるように反応液を調製した。反応温度条件は、95°C で 5 分間処理した後、
98°C で 15 秒間、68°C で 20 秒間、72°C で 20 秒間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C
で 10 分間処理した。PCR 産物の確認は、EtBr を含む 2%アガロースゲルを用いて 100 V で
25 分間の電気泳動後、UV 照射によって行った。 
 
1.2. PCR 産物の精製 
PCR 産物は FastGene Gel/PCR Extraction Kit を使用して、添付のマニュアルに従い精製を
行った。カラムからの溶出には GP3 Elution Buffer 20 µL を使用し、精製 PCR 産物を回収し
た。 
 
1.3. PCR 産物のライゲーション及びトランスフォーメーション 
クローニングベクター（pENTR/D-TOPO）0.5 µL を用い、精製した PCR 産物 2.0 µL 及び
Salt solution を 0.5 µL 加え、室温で 5 分間インキュベートし、ライゲーションを行った。次




し、42°C で 30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行った。これに S.O.C. 
Medium を 125 μL 添加後、37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。その後、培養液 25 
µL をカナマイシン含有寒天プレートにスプレッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
1.4. 液体培養及びプラスミド精製 
単一のコロニーを選択してカナマイシン含有培地 2.0 mL に移植し、37°C、250 rpm で 16









Table 15. Primers used for Sanger sequencing. 
Target Primer name Primer sequence (5′-3′) 
pENTR vector M13F30 AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTC 
 M13R30 GGGCCAGAGCTGCCAGGAAACAGCTATGAC 
CYP3A4 CYP3A4seq GTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCC 
CPR CPRseq_1 AAGTTCGCGGTGTTTGGTCTTG 
 CPRseq_2 CCTACTACCTGGACATCACACC 
M13F30 and M13R30 were used for confirmed CYP3A4, CPR, and CYB cDNAs sequencing. 
Additionally, CYP3A4seq and CPRseq_1 and 2 were used for confirmed whole CYP3A4 and CPR 




2. 哺乳動物発現用ベクターへの CYP1A2、CYP2C9、CYP3A4、CPR 及び CYB の挿入 
2.1. LR 組み換え反応及びトランスフォーメーション 
CYP3A4、CPR 及び CYB 発現エントリークローンならびに当研究室で作製済み CYP1A2
及び CYP2C9 発現エントリークローン[66, 147]をそれぞれ 75 ng と当研究室で作製した
Gateway system 化した pcDNA3.4[63] 75 ng を混合し、TE Buffer (pH 8.0)を加えて反応液を全
量 4.0 µL とした。次に Gateway LR Clonase Ⅱ Enzyme Mix 1.0 µL を加え、25°C で 1 時間イン
キュベートした後、Proteinase K Solution 0.5 µL を加え、37°C で 10 分間インキュベートし
た。反応液 0.5 µL をコンピテントセル（TOP10）25 µL に加え、30 分間氷上で静置した後、
42°C、30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行った。氷上で 2 分間静置し、 
S.O.C. Medium 125 µL を加えて 37°C、200 rpm で 1 時間振盪培養した。培養液 200 µL をア
ンピシリン含有寒天プレートにスプレッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
2.2. 液体培養及びプラスミド精製 
 単一のコロニーを選択してアンピシリン含有培地 2.0 mL に移植し、37°C、250 rpm で













Table 16. Primers used for Sanger sequencing. 
Target Primer name Primer sequence (5′-3′) 
CYP1A2 CYP1A2_LR_F GATGATGCTGTTTGGCATGG 
 CYP1A2_LR_R GTAGCGCTGGCTCATCCTTG 
CYP2C9 CYP2C9_LR_F AACGGATTTGTGTGGGAGAAGC 
 CYP2C9_LR_R GGCTTCCTTCACTGCTTCATATCC 
CYP3A4 CYP3A4_LR_F GTGGTGATGATTCCAAGCTATGC 
 CYP3A4_LR_R GGGATGAGGAATGGAAAGACTG 
CPR CPR_LR_F AAGTTGATCGAAGGCGGTGC 
 CPR_LR_R TTCTGAAGAGGAACCAGTAGG 
CYB CYB_LR_F AGTGGCCGTCGCCTTGATGTATCG 
 CYB_LR_R AAATCGTACACCTTGTGGTGC 
 
3. 発現プラスミドの大量回収 
3.1. CYP1A2、CYP2C9、CYP3A4、CPR 及び CYB 発現プラスミドの精製 
CYP1A2、CYP2C9、CYP3A4、CPR 及び CYB 発現プラスミドを導入したグリセロールス
トックをアンピシリン含有液体培地 1.0 mL に移植し、アンピシリン含有 LB 寒天培地に 20 
µL スプレッドし、37°C で 16 時間培養した。得られたコロニーより単一のものを選択し、
アンピシリン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C、250 rpm で 16 時間振盪培養した。プラ
スミド精製にはNucleoBond Xtra Maxi EFを使用し、添付のマニュアルに従い精製を行った。 
 
3.2. エタノール沈殿 
 プラスミド DNA 250 µL に 3 M 酢酸ナトリウム水溶液 25 µL 及び 99.5% エタノール 625 




で 10 分間遠心分離した。上清を除去した後、70% エタノール 1 mL を添加し、14,000 
rpm、4°C で 2 分間遠心分離した。同様の操作を再度行い、上清を除去した後、ペレット
を真空で 10 分間乾燥させ、滅菌精製水 250 µL に溶解した。 
 
4. トランスフェクション条件の検討 
4.1. 293FT 細胞の前培養 
 100 mm のシャーレに対して 2.2×106個/10 mL の 293FT 細胞を播種し、5% CO2、37°C で
24 時間培養した。培地は抗生物質・抗真菌剤含有及び 10% FBS 含有の Dulbecco’s modified 
Eagle medium（D-MEM）を用いた。 
 
4.2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
CYP3A4 発現プラスミド及びトランスフェクション試薬をそれぞれ Opti-MEM I Reduced-
serum Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次にこれらの溶液を混合し、室温でイ
ンキュベートした。前述（4.1.）の 100 mm シャーレの液体培地中に添加後、穏やかに振と
うし、5% CO2インキュベーターにて 37°C で 48 時間培養した。 
 
4.3. 293FT 細胞の回収及びミクロソーム画分の調製 
100 mm シャーレの培地を取り除き、滅菌済みの Phosphate-buffered saline（PBS）で洗浄し
た後、予冷したソニケーションバッファー（10 mM Tris-HCl、pH 7.4、1 mM EDTA、10% 
Glycerol）約 3.0 mL で細胞を遠沈管に回収した。1,500 rpm、室温で 5 分間遠心分離をし、そ
の上清を取り除いた。再度ソニケーションバッファー1.0 mL で懸濁後、ソニケーション（1
秒パルスを 60 回）により細胞を破壊した。9,000×g、4°C で 20 分間遠心分離を行い、上清
を 105,000×g、4°C で 1 時間遠心分離した。得られた残渣をホモジナイザーにてホモジナイ




Protease Inhibitor Cocktail）150 μL に懸濁し、これをミクロソーム画分とした。タンパク質の
定量は BCA Protein Assay Kit を用いて行った。検量線には、0.25–1.5 mg/mL となるように調
製した bovine serum albumin を用いた。 
 
4.4. CO 差スペクトル測定法によるホロ CYP 含量の定量 
ホロ CYP 含量の定量は Omura & Sato 及び Guengerich らの CYP 含量測定法を参考に[41, 
148]、一部改変したプロトコルにより行った。吸光度の測定は Cary 300 UV-Vis 
Spectrophotometer を用いて行った。ミクロソーム画分（7.5 mg/mL）40 μL と 20% Glycerol を
含む 0.1 M リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）160 μL を混合し、試料用セルと対照用セルに 99 
μL ずつ入れ、400–500 nm のベースラインを測定した。Kaneko & Suzuki を参考にして[149]、
試料用セルに DMSO により調製した 20 mM Dimanganase decacarbonyl を、対照用セルに
DMSO をそれぞれ 1.0 μL ずつ添加し混合した。試料用セルに LED 光を室温で 30 秒間照射
した。試料用セル及び対照用セルに還元剤として Sodium hydrosulfate を少量添加し、400–
500 nm における吸光度を測定した。ホロ CYP 含量の算出には JASCO スペクトルマネージ
ャソフトウェアを用いた。450 nm 付近の吸収極大点と 490 nm 付近の吸光度の差を求め、モ




 発現タンパク質 5.0 μg と 2×Sample buffer （500 mM Tris HCl （pH 6.8）、4% SDS、12% 2-
Mercaptoetanol、20% Glycerol、Pyronin Y 適量） を等量混合し、100°C で 5 分間熱変性処理
した後、ゲルにアプライした。ゲルは 10%ポリアクリルアミドゲル（ePAGEL）を用いて、
20  mA で 1 時間 20 分間電気泳動した。泳動用緩衝液には SDS buffer を用いた。SDS buffer 





 ウェスタンブロットには Trans-Blot Turbo Transfer Pack を使用し、添付のマニュアルに従
い行った。その後 PVDF 膜を 0.05% Tween 20 を含む TBS （pH 7.4）で表裏 5 分間ずつ振盪
洗浄し、Blocking One を用いて室温で 30 分間ブロッキングを行った。 
 
4.5.3. 1 次抗体反応 
 分子量マーカーを参考に PVDF 膜を約 80 kDa の位置で切断した。5% Blocking One-TBS 
5.0 mL に抗 CYP3A4 抗体（日本農産）を 1.0 μL 混合し、CYP3A4 タンパク質を検出するた
めの 1 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に抗カルネキシン抗体を 1.0 μL
混合し、カルネキシンを検出するための 1 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液を添
加後、PVDF 膜を入れて密閉し、室温で 1 時間回転混和した。なお、抗体反応終了後は TBS
を用いて室温で 5 分間の PVDF 膜洗浄を 3 回行った。 
 
4.5.4. 2 次抗体反応 
 5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した Polyclonal Goat Anti-Rabbit 
Immunoglobulins（DakoCytomation）を 0.5 μL 混合し、CYP3A4 タンパク質を検出するための
2 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins（SantaCruz）を 0.5 μL 混合し、カルネキシンを検
出するための 2 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液を添加後、PVDF 膜を入れて密
閉し、室温で 1 時間回転混和した。なお、抗体反応終了後は TBS を用いて室温で 5 分間の
PVDF 膜洗浄を 3 回行った。 
 
4.5.5. 発光反応 




カルネキシンの検出には SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate を用いて添付
のマニュアルに従い発光反応を行った。化学発光の発光強度は ChemiDoc XRS+で測定した。 
 
5. 培養条件の検討 
5.1. 293FT 細胞の前培養 
前述（4.1.）と同様に行った。 
 
5.2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
CYP1A2、CYP2C9、または CYP3A4 発現プラスミド 10 μg 及び 1.0 mg/mL PEI-Max 30 μL
をそれぞれ Opti-MEM I Reduced-serum Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次に
これらの溶液をそれぞれ混合し、室温で 30 分間インキュベートした。前述（5.1.）の 100 mm
シャーレの液体培地中に添加後、穏やかに振とうし、5% CO2インキュベーターにて 37°C で
培養した。 
 
5.3. 293FT 細胞へのヘム合成関連試薬の添加 
トランスフェクション後 100 mm シャーレの液体培地中に、5-アミノレブリン酸及び硫酸
鉄（II）を各 13 μL ずつ添加後、5% CO2インキュベーターにて 37°C で培養した。 
 










5.5.1. SDS-PAGE 及びウェスタンブロット 
前述（4.5.1.）及び（4.5.2.）と同様に行った。 
 
5.5.2. 1 次抗体反応 
分子量マーカーを参考に PVDF 膜を約 80 kDa の位置で切断した。5% Blocking One-TBS 
5.0 mL に抗 CYP1A2、CYP2C9、または CYP3A4 抗体（日本農産）を 1.0 μL 混合し、各 CYP
タンパク質を検出するための 1 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に抗カ
ルネキシン抗体を 1.0 μL 混合し、カルネキシンを検出するための 1 次抗体液とした。50 mL
遠沈管に 1 次抗体液を添加後、PVDF 膜を入れて密閉し、室温で 1 時間回転混和した。な
お、抗体反応終了後は TBS を用いて室温で 5 分間の PVDF 膜洗浄を 3 回行った。 
 
5.5.3. 2 次抗体反応 
5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した Polyclonal Goat Anti-Rabbit 
Immunoglobulins（DakoCytomation）を 0.5 μL 混合し、各 CYP タンパク質を検出するための
2 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins（SantaCruz）を 0.5 μL 混合し、カルネキシンを検
出するための 2 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液を添加後、PVDF 膜を入れて密
閉し、室温で 1 時間回転混和した。なお、抗体反応終了後は TBS を用いて室温で 5 分間の
PVDF 膜洗浄を 3 回行った。 
 
5.5.4. 発光反応 
 各 CYP タンパク質の検出には SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate を、




のマニュアルに従い発光反応を行った。化学発光の発光強度は ChemiDoc XRS+で測定した。 
 
6. CYP/CPR/CYB 共発現条件の検討 
6.1. 293FT 細胞の前培養 
 前述（4.1.）と同様に行った。 
 
6.2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
CYP1A2、CYP2C9、または CYP3A4 発現プラスミド、CPR 発現プラスミド、ならびに CYB
発現プラスミドを合計 10 μg 及び 1.0 mg/mL PEI-Max 30 μL をそれぞれ Opti-MEM I Reduced-
serum Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次にこれらの溶液を混合し、室温で 30
分間インキュベートした。前述（5.1.）の 100 mm シャーレの液体培地中に添加後、穏やか
に振とうし、5% CO2インキュベーターにて 37°C で培養した。 
 
6.3. 293FT 細胞へのヘム合成関連試薬の添加 
トランスフェクション後 12 時間インキュベートした 100 mm シャーレの液体培地中に、
ヘム合成に関する 0.25 M 5-アミノレブリン酸及び 0.25 M 硫酸鉄（II）を各 13 μL ずつ添加
後、5% CO2インキュベーターにて 37°C で 36 時間培養した。 
 










6.5.1. SDS-PAGE 及びウェスタンブロット 
前述（5.5.1.）と同様に行った。 
 
6.5.2. 1 次抗体反応 
分子量マーカーを参考に PVDF 膜を 100 kDa、80 kDa 及び 40 kDa の位置で切断した。各
CYP タンパク質及びカルネキシンを検出するための 1 次抗体液は前述（5.5.2.）と同様に調
製した。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に抗 CPR 抗体を 1.0 μL 混合し、CPR を検出す
るための 1 次抗体液とした。5% Blocking One-TBS 5.0 mL に抗 CYB 抗体を 2.5 μL 混合し、
CYB を検出するための 1 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液を添加後、PVDF 膜
を入れて密閉し、室温で 1 時間回転混和した。なお、抗体反応終了後は TBS を用いて室温
で 5 分間の PVDF 膜洗浄を 3 回行った。 
 
6.5.3. 2 次抗体反応 
5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した Polyclonal Goat Anti-Rabbit 
Immunoglobulins（DakoCytomation）を 0.5 μL 混合し、各 CYP タンパク質を検出するための
2 次抗体液とした。また、5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish peroxide 標識した
Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins（SantaCruz）を 0.5 μL 混合し、カルネキシンまた
は CPR を検出するための 2 次抗体液とした。5% Blocking One-TBS 5.0 mL に Horseradish 
peroxide 標識した Polyclonal Goat Anti-Rabbit Immunoglobulins （SantaCruz）を 1.0 μL 混合し、
カルネキシンまたは CPR を検出するための 2 次抗体液とした。50 mL 遠沈管に 1 次抗体液
を添加後、PVDF 膜を入れて密閉し、室温で 1 時間回転混和した。なお、抗体反応終了後は






 各 CYP タンパク質の検出には SuperSignal West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate を、




6.6. CPR 活性の測定 
Omura & Takesue の方法を参考に行った[150]。ミクロソーム画分 0.5 mg/mL を 20 μL、400 
μM の Cytochrome c を 20 μL 、1 mM NaCN を含む 100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）
を 140 μL 混合し、試料用セルと対照用セルそれぞれに 90 μL ずつ入れ、ブランクをとった。
試料用セルに 1 mM の β-NADPH を、対照用セルに 1 mM NaCN を含む 100 mM リン酸カリ
ウム緩衝液（pH 7.4）をそれぞれ 10 μL 添加し、反応を開始した。550 nm における吸光度を
経時的に測定し、550 nm における酸化型 Cytochrome c と還元型 Cytochrome c のモル吸光係
数 ε = 0.021 を用いて比活性を算出した。 
 
6.7. CYB 含量の定量 
 Omura & Sato の方法を参考に行った[148]。ミクロソーム画分 50 µg を 1 mM NaCN を含む
100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）で希釈し、試料用セルと対照用セルに試料を 90 μL
ずつ入れ、400–500 nm のベースラインを測定した。試料用セルに 4 mM の β-NADH を、対
照用セルに 1 mM NaCN を含む 100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）をそれぞれ 10 μL
添加し、400–500 nm における吸光度を測定した。CYB 含量の定量は JASCO スペクトルマ
ネージャを用いた。ベースラインによる補正後の 424 nm 付近の吸収極大点と 450 nm 付近





6.8. CYP1A2 のフェナセチン O-脱エチル化活性の測定 
フェナセチン O-脱エチル化活性の測定は Ito らの方法を参考に行った[147]。 
 
6.8.1. 検量線の作製 
アセトニトリルにより調製した 1 mM アセトアミノフェンについて、アセトニトリルを
用いて濃度が 500、250、100、50、25、10 及び 5 µM となるように順次希釈した。50 mM リ
ン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）148.5 μL に 5–1000 μM アセトアミノフェン希釈系 1.5 μL を加
え（アセトアミノフェンの終濃度 50–10000 nM）、全量を 150 μL とした。内標準物質として




 CYP1A2 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）10 µL、82.5 mM MgCl2 6.0 μL、
50 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）117.5 μLからなる反応液に 50 mMフェナセチン 1.5 
µL を加え、全量を 135 µL とした。37°C で 3 分間プレインキュベートした後、NADPH 生
成系（100 mM G-6-P、40 mM β-NADP+及び 12 U/mL G-6-PDH を等量混合）15 μLを添加す
ることで反応を開始し、37°Cで 40分間インキュベートした。その後、内標準物質として 5 
μMアセトアミノフェン-d4を含有した氷冷アセトニトリル 150 μLを添加することで反応を




 CYP1A2 により生成されたフェナセチン代謝物のアセトアミノフェンを LC-MS/MS





ニトリル（0.1%ギ酸）= 95 : 5を開始点とし、0–7分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル
（0.1%ギ酸）= 5 : 95への直線グラジエント、7–10分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリ
ル（0.1%ギ酸）= 5 : 95、10–15分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 5 : 
95 として流速 300 μL/min で分離した。MS の検出は electro-spray ionization 法を用いてイオ
ン化を行い、positive ion mode で検出した。Selected reaction monitoring モードによりフェナ
セチン、アセトアミノフェン及びアセトアミノフェン-d4に特異的なイオンを検出した。フ
ェナセチン、アセトアミノフェン及びアセトアミノフェン-d4 を検出する際に用いた
precursor-product ion pair は、フェナセチンについては m/z 179.9 → 111.0（collision energy 21 
V）、アセトアミノフェンについては m/z 151.9 → 110.0（collision energy 16 V）、アセトアミ
ノフェン-d4については m/z 155.9 → 114.1（collision energy 17 V）を使用した。なお、分離
カラムは Luna C18 5 μm（2.0×150 mm）を用い、カラム温度は 40°C、サンプル温度は 10°C
とし、サンプル注入量を 10 µLとした。MS のパラメータは Spray Voltage 3.0 kV、Sheath Gas 




6.9. CYP2C9の(S)-ワルファリン 7-水酸化活性の測定 




アセトニトリルにより調製した 12 mM (S)-7-水酸化ワルファリンについて、アセトニトリ




した。100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）144 μL に 12.5–1600 nM (S)-7-水酸化ワルフ
ァリン希釈系 6.0 μL を加え（(S)-7-水酸化ワルファリンの終濃度 0.5–64 nM）、全量を 150 μL
とした。内標準物質として 12.5 nM 7-エトキシクマリンを含有した氷冷アセトニトリル 150 
μL を添加し、混合液を HPLC-蛍光検出法で分析する検量線用試料とした。 
 
6.9.2. サンプルの調製 
 CYP2C9 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）5.0 µL、82.5 mM MgCl2 6.0 μL、
100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）118 μLからなる反応液に 40 µM (S)-ワルファリン
6.0 µL を加え、全量を 135 µL とした。37°C で 3 分間プレインキュベートした後、1 mM 
NADPH 15 μL を添加することで反応を開始し、37°C で 60 分間インキュベートした。その
後、内標準物質として 12.5 nM 7-エトキシクマリンを含有した氷冷アセトニトリル 150 μL





蛍光検出（Waters 2695 separations module 及びWaters 2475 multi λ fluorescence detector）で定
量分析した。移動相として精製水（0.5%リン酸）: アセトニトリル = 62 : 38 を使用し流速
1.0 mL/min で分離した。検出は励起波長 320 nm、測定波長 415 nm の蛍光検出で行った。な
お、分離カラムは SunfireC18 5 µm（4.6×150 mm; Waters）を用い、カラム温度は 40°C、サン







6.10. CYP3A4のミダゾラム 1′-水酸化活性の測定 
 ミダゾラム 1′-水酸化活性の測定は El Mahjoub らの方法を参考に行った[152]。 
 
6.10.1 検量線の作製 
 アセトニトリルにより調製した 2000 μM 1′-水酸化ミダゾラムについて、アセトニトリル
を用いて濃度が 1500、1000、500、200、100、50、20、10 及び 5 μM となるように順次希釈
した。100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）99 μL に 5–1500 μM 1′-水酸化ミダゾラム希





 CYP3A4 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）、市販の大腸菌発現系 CYP3A4
タンパク質（5.0 mg/mL）、市販の昆虫細胞発現系 CYP3A4 発現タンパク質（5.0 mg/mL）ま
たは市販の Human Liver Microsomes（5.0 mg/mL）10 μL、800 mM MgCl2 2.5 μL、100 mMリ
ン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）77.5 μL からなる反応液に 1 mMミダゾラム 1.0 µLを加え、
全量を 90 µLとした。37°C で 3分間プレインキュベートした後、10 mM NADPH 10 μLを
添加することで反応を開始し、37°Cで 10分間インキュベートした。その後、内標準物質と
して 500 nM フルニトラゼパムを含有した氷冷アセトニトリル 100 μL を添加することで反
応を停止させた。15,400×g、4°Cで 10分間遠心分離し、上清 150 μLを LC-MS/MS で分析す
る試料とした。なお、市販の各タンパク質は Table 17及び 18に示すものを使用した。 
 




CYP3A4 により生成されたミダゾラム代謝物の 1′-水酸化ミダゾラムを LC-MS/MS
（NANOSPACE SI-2 HPLC System及び TSQ Quantum Ultra）で定量分析した。移動相として
精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）を使用し、精製水（0.1%ギ酸）: アセト
ニトリル（0.1%ギ酸）= 100 : 0を開始点とし、1–10分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリ
ル（0.1%ギ酸）= 10 : 90への直線グラジエント、10–12分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニ
トリル（0.1%ギ酸）= 0 : 100、12–15分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）
= 100 : 0として流速 300 μL/minで分離した。MS の検出は electro-spray ionization 法を用いて
イオン化を行い、positive ion mode で検出した。Selected reaction monitoringモードによりミ
ダゾラム、1′-水酸化ミダゾラム及びフルニトラゼパムに特異的なイオンを検出した。ミダゾ
ラム、1′-水酸化ミダゾラム及びフルニトラゼパムを検出する際に用いた precursor-product ion 
pairは、ミダゾラムについては m/z 326.0 → 291.2（collision energy 28 V）、1′-水酸化ミダゾラ
ムについては m/z 342.0 → 323.9（collision energy 21 V）、フルニトラゼパムについては m/z 
314.0 → 268.1（collision energy 26 V）を使用した。なお、分離カラムは XBridge C18 3.5-μm
（2.1 × 100 mm）を用い、カラム温度は 40°C、サンプル温度は 10°C とし、サンプル注入量
を 5 µL とした。MS のパラメータは Spray Voltage 3.5 kV、Sheath Gas 40 Arb、Vaporizer 











Table 17. Overview of the commercially purchased human liver microsomes. 
 Product Lot No. Pool size Source 
HLM 1 UltraPool HLM 150 38292 150 Corning Incorporated (Steuben County, NY, USA) 
HLM 2 Human liver microsomes 1810003 50 Sekisui Xeno Tech (Kansas City, KS, USA) 
HLM 3 Human liver microsomes 1410013 50 Sekisui Xeno Tech (Kansas City, KS, USA) 
Table 18. Overview of commercially purchased microsomal proteins expressing recombinant CYP3A4 enzyme. 
 Product Lot No. Expression system Source 
E. coli Human CYP3A4BR EasyCYP bactosomes C3A4BR052A E. coli Cypex (Scotland, UK) 
Baculovirus Human CYP3A4 + P450 reductase + cytochrome b5 
SUPERSOMES 
9322001 Baculovirus Corning Incorporated (Steuben 






1. 新規 CYP3A4 バリアント保有検体のリシークエンス解析 
同定された新規 CYP3A4バリアント保有検体について、被験者の抹消血白血球 DNA を鋳
型として PCR 増幅を行った。プライマーの設計は、GenBank（NG_008421）のリファレンス
配列を元に行い、CYP3A4 の 13 個のエキソン領域を特異的に増幅するプライマーセットを
作製した（Table 3）。CYP3A4 のエキソン 1及び 13の PCR 増幅は 2×AmpliTaq Gold 360 Master 
Mix を 10 µL、10 µM のフォワード及びリバースプライマー（Table 3）を各 1 μL 及び鋳型
DNA を 1 μL 添加し、滅菌精製水を加え全量を 20 μL とした。反応温度条件は 95°C で 10 分
間処理した後、95°C で 30 秒間、60°C で 30 秒間、72°C で 1 分間のサイクルを 30 サイクル
繰り返し、72°C で 7 分間処理した。CYP3A4 のエキソン 2–12の PCR 増幅は 2×AmpliTaq Gold 
360 Master Mix を 10 µL、各エキソンについて 10 µM のフォワード及びリバースプライマー
（Table 3）を各 1 μL 及び鋳型 DNA を 1 μL 添加し、滅菌精製水を加え全量を 20 μL とした。
反応温度条件は 95°C で 10 分間処理した後、95°C で 30 秒間、60°C で 30 秒間、72°C で 30
秒間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C で 7 分間処理した。PCR 産物の確認は、EtBr
を含む 2%アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間の電気泳動後、UV 照射によって行っ
た。得られた PCR 産物を FastGene Gel/PCR Extraction Kit にて精製し、シークエンス解析を
ToMMo にて行った。シークエンスプライマーはエキソン 1のフォワードプライマー及びエ
キ ソ ン 11 の リ バ ー ス プ ラ イ マ ー の 代 わ り に CYP3A4_E1F （ 5´-
CAGGCGTGGAAACACAATGGTGG-3´ ） 及 び CYP3A4_E11_R （ 5´-
TGTGGATGACTGTAGTTTTC-3´）をそれぞれ使用した。その他のシークエンスプライマー







2.1. PCR 産物のライゲーション及びトランスフォーメーション 
pcDNA3.4 ベクター0.5 μLを用い、前述（1.）で精製したエキソン 5–6 領域を増幅した PCR
産物 2.0 μL 及び Salt solution 0.5 μL を加え、室温で 5 分間インキュベートし、ライゲーショ
ンを行った。次に、その反応液 1.0 μL をコンピテントセル（Top 10）25 μL に加え、30 分間
氷上で静置後、42°C で 30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行った。これ
に S.O.C. Medium を 125 µL 添加後、37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。その後、




 単一のコロニーを選択し、アンピシリン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C で 16 時間、
250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin Miniprep Kit を使用し、添付
のマニュアルにしたがって精製を行った。精製した PCR 産物のシークエンス解析は、株式
会社ファスマックに委託した。なお、複数のコロニーから得られた各プラスミドに挿入され
た PCR 産物の配列を解析することにより、2 つの SNVs が相同染色体上のいずれのアレル




SDM法には QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kitを用いた。前述（第一章関
連実験 1.）で作製した野生型 CYP3A4 発現エントリークローン（5 ng/μL）2.0 μL、
10×QuikChange Lightning Bufferを 2.0 μL、50 ng/μLフォワード及びリバースプライマー（Table 




Lightning Enzyme を 0.4 μL 混合して、滅菌精製水で全量 20.4 μL となるように反応液を調製
した。反応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で 20 秒間、60°C で 10 秒間、68°C
で 2 分 15 秒間のサイクルを 18 サイクル繰り返し、68°C で 5 分間処理した。得られた PCR
産物の確認は、EtBr を含む 1.0%アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間の電気泳動後、
UV 照射によって行った。 
 
3.2. DpnI を用いた制限酵素処理 
特異的増幅が確認された PCR 産物に対し、鋳型 DNA を消化するため DpnI を用いた制限
酵素処理を行った。反応は PCR 産物に制限酵素 DpnI を 0.8 μL 加えて、37°C で 5 分間行っ
た。 
 
3.3. 塩基置換導入 CYP3A4 発現エントリークローンのトランスフォーメーション 
 コンピテントセル（XL10-Gold）18 μL に XL10-Gold β-Mercaptoethanol mix を 0.8 μL を加
えて 2 分間氷上でインキュベートし、制限酵素処理後の PCR 産物を 0.5 μL 加え、30 分間氷
上に静置した。その後 42°C で 30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行い、
37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。培養液を 20 μL、カナマイシン含有 LB 寒天プ
レートにスプレッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
3.4. 塩基置換導入 CYP3A4 発現エントリークローンのシークエンス解析による確認 
単一のコロニーを選択し、カナマイシン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C で 16 時間、
250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin Miniprep Kit を使用し、添付
のマニュアルにしたがって精製を行った。精製した PCR 産物のシークエンス解析は、株式
会社ファスマックに委託した。シークエンスプライマーとして、 M13F30（ 5´-









4. 哺乳動物細胞発現用ベクターへの CYP3A4の挿入 
4.1. LR組み換え反応及びトランスフォーメーション 
野生型及びバリアント CYP3A4 発現エントリークローン 75 ng と当研究室で作製した
Gateway system 化した pcDNA3.4[63] 75 ng を混合して、TE Buffer（pH 8.0）にて全量 4.0 μL
となるように反応液を調製した。これに Gateway LR Clonase II Enzyme Mix を 1.0 μL 加え、
25°C で 1 時間インキュベートした。その後 Proteinase K Solution を 0.5 μL 加え、37°C で 10
分間インキュベートした。コンピテントセル（TOP10）25 μL に CYP3A4 cDNA 挿入 pcDNA3.4
を 0.5 μL 加えて 30 分間氷上で静置後、42°C で 30 秒間処理することによりトランスフォー
メーションを行った。これに S.O.C. Medium を 225 μL 添加して、37°C で 1 時間、200 rpm
で振とう培養した。その後、培養液 200 μL をアンピシリン含有 LB 寒天プレートにスプレ
ッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
4.2. 液体培養、プラスミド精製及びシークエンス解析 
得られたコロニーより、単一のコロニーを選択してアンピシリン含有液体培地 2.0 mL に
移植し、37°C で 16 時間、250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin 
Miniprep Kit を使用し、添付のマニュアルに従い精製を行った。シークエンス解析は、前述
（ 2.2.）と同様に行った。シークエンスプライマーとして、 CYP3A4_LR_F（ 5´-
GTGGAAAACTCAAGGAGATGGTCCCC-3´ ） 及 び CYP3A4_LR_R （ 5´-








5. 野生型及びバリアント CYP3A4 発現プラスミドの大量回収 
野生型及びバリアント CYP3A4 発現プラスミドについて前述（第一章関連実験 3.）と同
様に行った。 
 
6. 野生型及びバリアント CYP3A4 の発現 
6.1. 293FT 細胞の前培養 
前述（第一章関連実験 4.1.）と同様に行った。 
 
6.2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
発現プラスミド 10 µg（CYP3A4 発現プラスミド 9.6 µg、CPR 発現プラスミド 0.2 µg、CYB
発現プラスミド 0.2 µg）及び 1.0 mg/mL PEI-Max 30 μL をそれぞれ Opti-MEM I Reduced-serum 
Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次にこれらの溶液を混合し、室温で 30 分間
インキュベートした。前述（6.1.）の 100 mm のシャーレの液体培地中に添加後、穏やかに
振とうし、5% CO2インキュベーターにて 37°C で培養した。 
 
6.3. 293FT 細胞へのヘム合成関連試薬の添加 
トランスフェクション後 12 時間インキュベートした 100 mm シャーレの液体培地中に、
ヘム合成に関する 0.25 M 5-アミノレブリン酸及び 0.25 M 硫酸鉄（II）を各 13 μL ずつ添加





6.4. 293FT 細胞の回収、ミクロソーム画分の調製及び CO 差スペクトル測定による CYP 含
量の定量 
前述（第一章関連実験 4.3.）と同様に行った。得られたミクロソーム画分は前述（第一章
関連実験 4.4.）と同様に CO 差スペクトルの測定を行った。 
 
6.5. 全自動ウェスタンシステムによる発現タンパク質の確認 
発現タンパク質 25 μg/mL、100 倍希釈した抗 CYP3A4 抗体（abcam）及び HRP-conjugated 
goat anti-rabbit IgG（ProteinSimple）を各ウェルにアプライした。総タンパク質量は発現タン
パク質 25 μg/mL を各ウェルにアプライした。 
 
6.6. CPR 活性の測定及び CYB 含量の定量 
前述（第一章関連実験 6.6.及び 6.7.）と同様に行った。 
 
6.7. CYP3A4 のミダゾラム 1′-水酸化活性の測定 






 CYP3A4 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）10 μL、800 mM MgCl2 2.5 μL、
100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）77.5 μLからなる反応液にミダゾラム（0.1、0.2、
0.4、0.6、0.8、1.0及び 1.5 mM）1.0 µL をそれぞれ加え、全量を 90 µLとした。37°C で 3分




で 10 分間インキュベートした。その後、内標準物質として 500 nM フルニトラゼパムを含
有した氷冷アセトニトリル 100 μL を添加することで反応を停止させた。15,400×g、4°C で
10 分間遠心分離し、上清 150 μL を LC-MS/MSで分析する試料とした。 
 
6.7.3. LC-MS/MS 解析 
 前述（第一章関連実験 6.10.3.）と同様に行った。 
 
6.8. CYP3A4 のテストステロン 6β-水酸化活性の測定 
 テストステロン 6β-水酸化活性の測定は Nguyen らの方法を参考に行った[153]。 
 
6.8.1. 検量線の作製 
アセトニトリルにより調製した 10 mM 6β-水酸化テストステロンについて、アセトニトリ
ルを用いて濃度が 3000、1000、700、300、100、70、30 及び 10 μM となるように順次希釈し
た。100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）99 μL に 10–3000 μM 6β-水酸化テストステロ
ン希釈系 1.0 μL を加え（6β-水酸化テストステロンの終濃度 100–30000 nM）、全量を 100 μL
とした。内標準物質として 10 μM 6β-水酸化テストステロン-d6 を含有した氷冷アセトニト
リル 100 μL を添加し、混合液を LC-MS/MS で分析する試料とした。 
 
6.8.2. サンプルの調製 
 CYP3A4 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）10 μL、800 mM MgCl2 2.5 μL、
100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）77.5 μL からなる反応液にテストステロン（0.5、1、
2、5、10、20及び 50 mM）1.0 µL をそれぞれ加え、全量を 90 µL とした。37°C で 3分間プ
レインキュベートした後、10 mM NADPH 10 μL を添加することで反応を開始し、37°Cで 10





10 分間遠心分離し、上清 150 μL を LC-MS/MSで分析する試料とした。 
 
6.8.3. LC-MS/MS 解析 
CYP3A4 により生成されたテストステロン代謝物の 6β-水酸化テストステロンを LC-
MS/MS（Nexera Ultra-High-Performance Liquid Chromatography system及び QTRAP 6500 LC-
MS/MS system）で定量分析した。移動相として精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%
ギ酸）を使用し、精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 90 : 10を開始点とし、
1–7分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 40 : 60への直線グラジエント、
7–9分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 0 : 100、9–12分は精製水（0.1%
ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 90 : 10として流速 300 μL/minで分離した。MS の検
出は electro-spray ionization法を用いてイオン化を行い、positive ion modeで検出した。Selected 
reaction monitoring モードによりテストステロン、6β-水酸化テストステロン及び 6β-水酸化
テストステロン-d6に特異的なイオンを検出した。テストステロン、6β-水酸化テストステロ
ン及び 6β-水酸化テストステロン-d6 を検出する際に用いた precursor-product ion pair は、テ
ストステロンについては m/z 289.1 → 97.0（collision energy 14 V）、6β-水酸化テストステロン
については m/z 305.0 → 269.1（collision energy 12 V）、6β-水酸化テストステロン-d6につい
ては m/z 312.1 → 276.1（collision energy 4 V）を使用した。なお、分離カラムは Kinetex C18 
column 5-μm（2.1 × 50 mm）を用い、カラム温度は 40°C、サンプル温度は 10°C とし、サン
プル注入量を 5 µLとした。MSのパラメータは entrance potential, 2.0 V; curtain gas, 25.0 psi; 
ion transfer voltage, 5500.0 V; temperature, 750.0ºC; gas 1, 70.0 psi; gas 2, 30.0 psi; and CAD gas, 








 酵素反応速度論的解析用ソフト SigmaPlot 12.5の Enzyme Kinetics Moduleを用い、Nonlinear 
regression analysis により、Km、kcat、Vmax、Catalytic efficiency 及び CLint（Vmax/Km）値を算出
した。値は 3 回分の平均値 ± 標準偏差として表した。 
 
6.10. X 線回折結晶構造による解析 
 3D ドッキングシミュレーションモデリングソフト Discovery Studio 2017 R2 を用い、各









1. 新規 CYP2C9 バリアント保有検体のリシークエンス解析 
同定された新規 CYP2C9バリアント保有検体について、被験者の抹消血白血球 DNA を鋳
型として PCR 増幅を行った。プライマーの設計は、GenBank（NG_008385）のリファレンス
配列を元に行い、CYP2C9のエキソン領域を特異的に増幅するプライマーセットを作製した
（Table 8）。CYP2C9 の各エキソンの PCR増幅は 2×AmpliTaq Gold 360 Master Mix を 10 µL、
10 µM のフォワード及びリバースプライマー（Table 8）を各 1 μL 及び鋳型 DNA を 1 μL 添
加し、滅菌精製水を加え全量を 20 μL とした。反応温度条件は 95°C で 10 分間処理した後、
95°C で 30 秒間、60°C で 30 秒間、72°C で 1 分間のサイクルを 30 サイクル繰り返し、72°C
で 7 分間処理した。PCR 産物の確認は、EtBr を含む 2%アガロースゲルを用いて 100 V で 25
分間の電気泳動後、UV 照射によって行った。得られた PCR 産物を FastGene Gel/PCR 
Extraction Kitにて精製し、シークエンス解析を ToMMo にて行った。シークエンスプライマ
ーは Table 8 に示すプライマーセットを使用した。 
 
2.  CYP2C9 バリアント発現エントリークローンの作製 
2.1. SDM法による塩基置換の導入 
SDM法には QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kitを用いた。当研究室で作製済
み野生型 CYP2C9発現エントリークローン[66]（5 ng/μL）1.0 μL、10×QuikChange Lightning 
Buffer を 2.0 μL、50 ng/μL フォワード及びリバースプライマー（Table 9）を各 1.0 μL、
QuikChange XL dNTP mix を 0.4 μL、QuikSolution reagent を 0.6 μL、QuikChange Lightning 
Enzyme を 0.4 μL 混合して、滅菌精製水で全量 20.4 μL となるように反応液を調製した。反
応温度条件は、95°C で 2 分間処理した後、95°C で 20 秒間、60°C で 10 秒間、68°C で 2 分




は、EtBr を含む 1.0%アガロースゲルを用いて 100 V で 25 分間の電気泳動後、UV 照射によ
って行った。 
 
2.2. DpnI を用いた制限酵素処理 
特異的増幅が確認された PCR 産物に対し、鋳型 DNA を消化するため DpnI を用いた制限
酵素処理を行った。処理は PCR 産物に制限酵素 DpnI を 0.8 μL 加えて、37°C で 5 分間行っ
た。 
 
2.3. 塩基置換導入 CYP2C9 発現エントリークローンのトランスフォーメーション 
 コンピテントセル（XL10-Gold）18 μL に XL10-Gold β-Mercaptoethanol mix を 0.8 μL を加
えて 2 分間氷上でインキュベートし、制限酵素処理後の PCR 産物を 0.5 μL 加え、30 分間氷
上に静置した。その後 42°C で 30 秒間の加熱処理によりトランスフォーメーションを行い、
37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培養した。培養液を 20 μL、カナマイシン含有 LB 寒天プ
レートにスプレッドし、37°C で 16 時間培養した。 
 
2.4. 塩基置換導入 CYP2C9 発現エントリークローンのシークエンス解析による確認 
単一のコロニーを選択し、カナマイシン含有液体培地 2.0 mL に移植し、37°C で 16 時間、
250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin Miniprep Kit を使用し、添付
のマニュアルにしたがって精製を行った。精製した PCR 産物のシークエンス解析は、株式
会社ファスマックに委託した。シークエンスプライマーとして、 M13F30（ 5´-
AGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTC-3´ ） 、 CYP2C9seq （ 5´-








3. 哺乳動物細胞発現用ベクターへの CYP2C9 の挿入 
3.1. LR組み換え反応及びトランスフォーメーション 
当研究室で作製済み CYP2C9*1–*3 発現エントリークローン[66]ならびに前述（1.）で作製
したバリアント CYP2C9 エントリークローン 75 ng と当研究室で作製した Gateway system
化した pcDNA3.4[63] 75 ng を混合して、TE Buffer（pH 8.0）にて全量 4.0 μL となるように反
応液を調製した。これに Gateway LR Clonase II Enzyme Mix を 1.0 μL 加え、25°C で 1 時間イ
ンキュベートした。その後 Proteinase K Solution を 0.5 μL 加え、37°C で 10 分間インキュベ
ートした。コンピテントセル（TOP10）25 μL に CYP3A4 cDNA 挿入 pcDNA3.4 を 0.5 μL 加
えて 30 分間氷上で静置後、42°C で 30 秒間処理することによりトランスフォーメーション
を行った。これに S.O.C. Medium を 225 μL 添加して、37°C で 1 時間、200 rpm で振とう培
養した。その後、培養液 200 μL をアンピシリン含有 LB 寒天プレートにスプレッドし、37°C
で 16 時間培養した。 
 
3.2. 液体培養、プラスミド精製及びシークエンス解析 
得られたコロニーより、単一のコロニーを選択してアンピシリン含有液体培地 2.0 mL に
移植し、37°C で 16 時間、250 rpm で振とう培養した。プラスミド精製には QIAprep Spin 
Miniprep Kit を使用し、添付のマニュアルに従い精製を行った。シークエンス解析は、前述
（ 2.3.）と同様に行った。シークエンスプライマーとして、 CYP2C9_LR_F（ 5´-
AACGGATTTGTGTGGGAGAAGC-3´ ） 及 び CYP2C9_LR_R （ 5´-








4. 野生型及びバリアント CYP2C9発現プラスミドの大量回収 
野生型及びバリアント CYP2C9 発現プラスミドについて前述（第一章関連実験 3.）と同
様に行った。 
 
5. 野生型及びバリアント CYP2C9 の発現 
5.1. 293FT 細胞の前培養 
前述（第一章関連実験 4.1.）と同様に行った。 
 
5.2. 発現プラスミドの 293FT 細胞へのトランスフェクション 
発現プラスミド 10 µg（CYP2C9 発現プラスミド 9.6 µg、CPR 発現プラスミド 0.2 µg、CYB
発現プラスミド 0.2 µg）及び 1.0 mg/mL PEI-Max 30 μL をそれぞれ Opti-MEM I Reduced-serum 
Medium と混合し、全量を 1.5 mL に調製した。次にこれらの溶液を混合し、室温で 30 分間
インキュベートした。前述（6.1.）の 100 mm のシャーレの液体培地中に添加後、穏やかに
振とうし、5% CO2インキュベーターにて 37°C で培養した。 
 
5.3. 293FT 細胞へのヘム合成関連試薬の添加 
トランスフェクション後 12 時間インキュベートした 100 mm シャーレの液体培地中に、
ヘム合成に関する 0.25 M 5-アミノレブリン酸及び 0.25 M 硫酸鉄（II）を各 13 μL ずつ添加
後、5% CO2インキュベーターにて 37°C で 36 時間培養した。 
 






関連実験 4.4.）と同様に CO 差スペクトルの測定を行った。 
5.5. 全自動ウェスタンシステムによる発現タンパク質の確認 
発現タンパク質 25 μg/mL、100 倍希釈した抗 CYP2C9 抗体（abcam）及び HRP-conjugated 
goat anti-rabbit IgG（ProteinSimple）を各ウェルにアプライした。総タンパク質量は発現タン
パク質 25 μg/mL を各ウェルにアプライした。 
 
5.6. CPR 活性の測定及び CYB 含量の定量 
前述（第一章関連実験 6.6.及び 6.7.）と同様に行った。 
 
5.7. CYP2C9 の(S)-ワルファリン 7-水酸化活性の測定 




アセトニトリルにより調製した 12 mM (S)-7-水酸化ワルファリンについて、アセトニトリ
ルを用いて濃度が 160、80、40、20、10、5、2.5 及び 1.25 μM となるように順次希釈した。
100 mM リン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）148.5 μL に 1.25–160 μM (S)-7-水酸化ワルファリン
希釈系 1.5 μL を加え（(S)-7-水酸化ワルファリンの終濃度 12.5–1600 nM）、全量を 150 μL と








100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）122.5 μL からなる反応液に(S)-ワルファリン（20、
50、100、200、500、1000、2000及び 4000 μM）1.5 µLをそれぞれ加え、全量を 135 µLとし
た。37°C で 3分間プレインキュベートした後、10 mM NADPH 15 μL を添加することで反
応を開始し、37°Cで 60分間インキュベートした。その後、内標準物質として 25 nM 7-エト
キシクマリンを含有した氷冷アセトニトリル 150 μL を添加することで反応を停止させた。





光検出（ACQUITY UPLC H-Class PLUS 及び ACQUITY UPLC FLR Detector）で定量分析し
た。移動相として精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル = 60 : 40 を使用し流速 0.5 mL/min
で分離した。検出は励起波長 320 nm、測定波長 415 nm の蛍光検出で行った。なお、分離カ
ラムは ACQUITY UPLC HSS C18 column 1.8 µm（2.1×50 mm; Waters）を用い、カラム温度は




5.8. CYP2C9 のトルブタミド 4-水酸化活性の測定 
 トルブタミド 4-水酸化活性の測定は Nguyen らの方法を参考に行った[153]。 
 
5.8.1. 検量線の作製 
アセトニトリルにより調製した 1 mM 4-水酸化トルブタミドについて、アセトニトリルを




ン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）148.5 μL に 5–500 μM 4-水酸化トルブタミド希釈系 1.5 μL を
加え（4-水酸化トルブタミドの終濃度 50–5000 nM）、全量を 150 μL とした。内標準物質と




 CYP2C9 発現タンパク質のミクロソーム画分（5.0 mg/mL）5.0 μL、82.5 mM MgCl2 6.0 μL、
100 mMリン酸カリウム緩衝液（pH 7.4）122.5 μLからなる反応液にトルブタミド（0.5、1、
2、4、6、8、12、20及び 40 mM）1.5 µL をそれぞれ加え、全量を 135 µLとした。37°C で 3
分間プレインキュベートした後、10 mM NADPH 15 μL を添加することで反応を開始し、37°C
で 20分間インキュベートした。その後、内標準物質として 5 μM 4-水酸化トルブタミド-d9
を含有した氷冷アセトニトリル 150 μL を添加することで反応を停止させた。15,400×g、4°C
で 10分間遠心分離し、上清 250 μLを LC-MS/MS で分析する試料とした。 
 
5.8.3. LC-MS/MS 解析 
CYP2C9 により生成されたトルブタミド代謝物の 4-水酸化トルブタミドを LC-MS/MS
（Nexera Ultra-High-Performance Liquid Chromatography system及び QTRAP 6500 LC-MS/MS 
system）で定量分析した。移動相として精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）
を使用し、精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 90 : 10を開始点とし、3–6
分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 10 : 90への直線グラジエント、6–
9 分は精製水（0.1%ギ酸）: アセトニトリル（0.1%ギ酸）= 90 : 10として流速 300 μL/minで
分離した。MS の検出は electro-spray ionization法を用いてイオン化を行い、positive ion mode





ブタミド及び 4-水酸化トルブタミド-d9 を検出する際に用いた precursor-product ion pair は、
トルブタミドについては m/z 271.0 → 91.0（collision energy 39 V）、4-水酸化トルブタミドに
ついては m/z 287.0 → 107.0（collision energy 23 V）、4-水酸化トルブタミド-d9については m/z 
296.1 → 107.0（collision energy 25 V）を使用した。なお、分離カラムは Kinetex C18 column 5 
μm（2.1 × 50 mm）を用い、カラム温度は 40°C、サンプル温度は 10°Cとし、サンプル注入
量を 5 µLとした。MS のパラメータは entrance potential, 10.0 V; curtain gas, 25.0 psi; ion transfer 
voltage, 5000.0 V; temperature, 400.0ºC; gas 1, 50.0 psi; gas 2, 60.0 psi; and CAD gas, 12.0 とした。
クロマトグラム上のピーク面積をデータ解析ソフト Analyst Software により算出し、4-水酸
化トルブタミドと 4-水酸化トルブタミド-d9 の面積比を用いる内部標準法により解析した。 
 
5.9. 酵素反応速度論的パラメータの算出 
 前述（第二章関連実験 6.9.）と同様に行った。 
 
5.10. X 線回折結晶構造による解析 
 3D ドッキングシミュレーションモデリングソフト Discovery Studio 2017 R2 を用い、各
CYP2C9バリアント酵素の活性変化に対する解析を行った。構造は Protein Data Bankの 1OG5
を用いた。CDOCKER 法により野生型 CYP2C9 に(S)-ワルファリンをドッキングさせ[132]、







 前述（第二章関連実験 6.9.及び第三章関連実験 5.9.）から得られた野生型 CYP3A4 及び
CYP2C9 に対する各バリアントの CLint 値の変化の割合を指標として、酵素活性の目安とな
る Activity value を定義し、各バリアントアレルの Activity value の和から、各遺伝子型をそ
れぞれ Activity score として分類し、酵素活性予測パネルを構築した。 
 
2. 各遺伝子型の頻度計算 
 ToMMo が実施した日本人集団 4,773 人の WGS における各バリアントアレルの頻度から
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